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Avant propos & objectifs  
 
 
L’objet de cette étude s’inscrit dans la thématique générale du laboratoire, à savoir 
« Protéolyse, Croissance et Développement musculaire ». La protéolyse est un processus 
indispensable au bon fonctionnement et à la survie de la cellule puisqu'elle joue un rôle 
régulateur important au niveau de nombreuses fonctions biologiques. Parmi les différentes 
voies protéolytiques, notre laboratoire s’intéresse plus particulièrement à l’une               
d’entre elles : « la protéolyse calcium-dépendante », plus communément appelée                        
« système calpaïnes/calpastatine ».  
Dans ce cadre et depuis une dizaine d’années, notre équipe s’intéresse aux relations 
calpaïnes/Protéine Kinase Cα (PKCα) au cours de la croissance et du développement de la 
cellule musculaire. Les travaux antérieurs ont en effet montré l'intervention des calpaïnes, au 
cours des phases précoces de la croissance musculaire, dans la transduction du signal de par 
leurs interactions et leurs actions sur la PKCα (Aragon et al., 2002 ; Savart et al., 1995 ) et un 
de ses substrats privilégiés, la protéine MARCKS (Myristoylated Alanine Rich C Kinase 
Substrate) (Dulong et al., 2004). 
Récemment, il a été évoqué une localisation de la PKCα au niveau d’organites encore 
peu connus : les « caveolae » (structures membranaires se trouvant au point d’ancrage avec la 
matrice extracellulaire, à proximité des intégrines (Petit et al., 2000), mais aussi du complexe 
dystrophine-protéines associées) (Rybin et al., 1999). Les caveolae sont des structures 
majeures intervenant dans de nombreuses régulations comme par exemple la « down-
regulation » des PKCα (Prevostel et al., 2000) et sont indispensables à la fusion des 
myoblastes (Galbiati et al., 1999). Il faut par ailleurs souligner que ces structures vésiculaires 
sont impliquées dans de nombreuses pathologies où interviennent notamment les calpaïnes : 
diabète, maladie d’Alzheimer et dystrophies musculaires (Galbiati et al., 2001).  
 
En outre, une question majeure se pose : comment les calpaïnes peuvent-elles être 
actives dans la cellule alors que leurs concentrations d’activation in vitro (5 à 50 µM pour la 
µ-calpaïne et 0,25 à 1 mM pour la m-calpaïne) sont très supérieures à la concentration 
physiologique en calcium (environ 0,1 μM) ? 
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Pourtant il est prouvé que les calpaïnes sont actives in vivo et donc certain que des régulations 
extérieures interviennent. Les caveolae, de par leurs concentrations élevées en calcium          
(5 μM) par rapport au milieu intracellulaire et leurs fortes concentrations en phospholipides 
particuliers (connus pour diminuer la concentration en calcium nécessaire à l’activation des 
calpaïnes) (Coolican et al., 1984 ; Morford et al., 2002 ; Pontremoli et al., 1985 ; Saido et al., 
1992) pourraient être un lieu d'activation privilégié de ces protéases. 
 
Les objectifs des travaux présentés dans ce manuscrit ont donc été de mieux 
comprendre l’implication des calpaïnes au cours de la myogenèse via leurs actions sur la 
PKCα et MARCKS et ceci plus précisément au niveau des caveolae. 
 
Le travail que j'ai entrepris avait donc pour but dans un premier temps de mettre au 
point une technique permettant d’isoler ces organites afin d'identifier certaines des protéines 
associées et notamment les acteurs de la protéolyse calcium-dépendante. L'objectif principal 
étant la mise en évidence de la présence des calpaïnes.  
Dans un deuxième temps, afin de mieux comprendre les interactions calpaïnes/PKCα 
et MARCKS, une dérégulation au niveau de l'expression de ces protéases a été conduite. Les 
conséquences sur l'activité de la PKCα et sur son substrat MARCKS ont alors pu être 
étudiées. Dans le but d'élargir cette étude à d'autres substrats et ainsi identifier d'autres voies 
impliquant les calpaïnes au niveau des caveolae, une analyse protéomique de la fraction 
cavéolaire a été développée.  
 
Comme nous l'avons signalé précédemment, ce travail s’intègre bien entendu dans une 
étude plus globale devant permettre de mieux comprendre le rôle des calpaïnes dans les 
phénomènes de croissance et de dégénérescence musculaires. 
 
En introduction à ce travail, seront développées successivement quatre parties intitulées : 
- les systèmes protéolytiques 
- les caveolae 
- les protéines kinases C 











LES SYSTEMES PROTEOLYTIQUES 
 
 
A l'opposé de l'ADN, les ARNs et les protéines nécessitent un renouvellement 
permanent au sein de la cellule. Ainsi la protéolyse ou dégradation des protéines cellulaires 
est un processus indispensable au fonctionnement et à la survie de la cellule puisqu’elle joue 
un rôle régulateur important dans de nombreuses fonctions biologiques telles que : 
  
 - le renouvellement basal des protéines et l’élimination rapide de protéines anormales 
ou excédentaires (ceci permettant le maintien de l'homéostasie cellulaire) ; 
 - la production d’énergie lors des situations de carence ; 
 - la régulation de l’abondance tissulaire et de l’expression des protéines au cours  du 
temps ou lors de certains processus ; 
 - la genèse de peptides antigéniques dans la réponse immunitaire. 
 
On peut distinguer deux types de protéolyse permettant de remplir les fonctions pré-
citées : la protéolyse limitée, ayant pour but la maturation ou l’activation de précurseurs 
(enzymatiques, hormonaux ou viraux) et le catabolisme protéique, permettant d’éliminer les 
protéines et de renouveler le "pool" d'acides aminés. 
En fonction de leurs rôles, de leurs localisations cellulaires, de leurs états de 
modification post-traductionnelle ainsi que des conditions environnementales, chaque type de 
protéine sera plus ou moins sensible à l’un ou l’autre des systèmes protéolytiques de la 
cellule. Mais aucune protéine intracellulaire n'y échappe. 
 
A ce jour, quatre systèmes protéolytiques intracellulaires majeurs ont été identifiés : 
- la voie lysosomale ; 
- la voie ATP/ubiquitine-dépendante (le protéasome) ; 
- les caspases ; 





I – LA VOIE LYSOSOMALE 
 
Les lysosomes (figure 1) sont des vésicules d’environ 0,5 μm invisibles en microscopie 
optique. Leur nom dérive du grec lithos, pierre, et soma, corps, en raison de l'aspect granulaire 
que présentent certains de leurs composants. En microscopie électronique, ils se présentent 
comme des organites délimités par une membrane classique, leur contenu est opaque aux 
électrons. 
Ces vésicules cytoplasmiques monomembranaires ont un pH interne acide (4,5 à 5,5) 
(Holtzman, 1989) et assurent la majorité des dégradations protéiques intracellulaires. Cette 
acidité favorise l’action de nombreuses hydrolases (RNAses, DNAses, lipases, glycosidases et 
protéases). La dégradation protéique est assurée principalement par des endoprotéases 








Figure 1 : Représentation schématique d’une coupe de lysosome (W. Davidson and 
the Florida State University, 2006) 
Les lysosomes se forment, se détachent de l'appareil de Golgi et se déplacent vers la 
périphérie de la cellule pour aller se fondre avec la membrane plasmique. Pendant ce 
parcours, ils peuvent s'unir à des vacuoles et y verser leurs contenus, de façon à former un 
lysosome secondaire (appelé aussi phagosome ou pinosome selon que la vacuole soit formée 
par endocytose ou par exocytose), ou bien se fondre directement avec la membrane 
plasmique, sécrétant à l'extérieur de la cellule les enzymes lysosomales. A l'intérieur des 





glycosidases, lipases et d'autres encore, toutes actives dans un milieu très acide. Étant donné 
que ces enzymes sont capables de digérer tous les types de macromolécules, y compris celles 
qui constituent les membranes biologiques, il est très important qu'elles restent bien séparées 
du cytoplasme et des autres organites de la cellule. À cette fin, la membrane des lysosomes 
possède des caractéristiques particulières : elle ne peut pas être attaquée par les hydrolases, 
elle empêche la diffusion de macromolécules et sélectionne les produits de la digestion qui 
doivent être libérés dans le cytoplasme pour y être réutilisés. De plus, la membrane reconnaît 
de façon spécifique les autres membranes auxquelles elle doit se fondre, mécanisme qui est 
responsable de la fonction lysosomale.  
 
 
Figure 2 : Les différentes voies conduisant à la formation des  lysosomes (University of 
Texas)  
Les lysosomes remplissent trois fonctions fondamentales :  
- l'hétérophagie est la digestion de matériaux provenant de l'extérieur, qu'il s'agisse de 
substances alimentaires ou d'organismes pathogènes. Cette fonction correspond à la 
dégradation des protéines extracellulaires ayant pénétrées par phagocytose, pinocytose ou 





- l'autophagie (Kroemer et Jaattela, 2005), concerne la digestion de l’ensemble des 
protéines présentes dans le cytoplasme. Cette deuxième fonction est essentielle aussi bien 
dans les processus de développement, pour lesquels il est très important de recycler certains 
matériaux cellulaires, que pour assurer une vie saine aux cellules. Ce processus permet en 
effet aux cellules de se débarrasser de substances toxiques qui, en s'accumulant, pourraient 
l'endommager. Il existe deux types d’autophagie.  
La macro-autophagie : une membrane du réticulum endoplasmique s'enroule 
autour d’une partie du cytoplasme pour former une vésicule fermée. Celle-ci fusionne avec un 
lysosome pour former un autophagolysosome, siège de la dégradation des protéines. (Dunn, 
1990).  
La micro-autophagie : des corps multivésiculaires d’origine endosomique 
s'invaginent (permettant l’internalisation des protéines ou des agrégats protéiques) puis 
fusionnent avec les lysosomes. 
- Le ciblage lysosomal permet le passage direct de protéines à travers la membrane du 
lysosome. Un motif peptidique KFERQ, commun à l'ensemble des protéines empruntant cette 
voie a été identifié par Chiang et Dice (1988). En période de carences nutritionnelles ou 
hormonales, ce mécanisme permettrait une pénétration plus rapide des protéines et donc un 
catabolisme protéique accru. 
Les cathepsines B, H, L et D ont été mises en évidence dans les lysosomes du muscle 
squelettique. La cystatine, un inhibiteur endogène spécifique de ces protéases, a également été 
localisé à ce niveau  et ce afin de réguler l'activité de ces protéases (Abrahamson et al., 2003, 
Barret et al., 1987). Dutson et Lawrie ont mis en évidence en 1974 le rôle des cathepsines 
dans la protéolyse post-mortem. Une augmentation de l’activité des cathepsines B et L au 
cours de la différenciation de la cellule musculaire a été observée dans les myoblastes de 
souris C2C12 (Ebisui et al., 1995) ainsi que dans les myoblastes de veau fœtal (Béchet et al., 
1991).  
 
Ces résultats suggèrent une forte implication du système lysosomal dans la 








II – LA VOIE ATP-DEPENDANTE 
 
En 1942, Rudolph Schoenheimer démontre que les protéines sont continuellement 
dégradées en acides aminés puis sont recyclées pour la biosynthèse de nouvelles protéines. Il 
existe donc un équilibre entre la synthèse et la dégradation des protéines. Mais il faudra 
attendre les années 1970 pour isoler la protéase responsable de la dégradation des protéines 
cytosoliques et nucléaires des cellules eucaryotes : le protéasome ou protéasome 26S, 
également appelé protéase multicatalytique ou prosome. Il s’agit d’un gigantesque assemblage 
multiprotéique (1500 à 2500 kDa), constitué d’au moins 45 chaînes polypeptidiques, qui 
dégrade les protéines par un mécanisme nécessitant l’hydrolyse d’ATP (Coux et al., 1996). 
Cet assemblage est formé de deux complexes distincts, les protéasomes 20S et 19S. Il est 





Figure 3 : Assemblage du protéasome 26S 
 
Le protéasome 20S (environ 700 kDa) est constitué de 28 sous-unités qui 
s’assemblent en quatre anneaux heptamériques superposés conférant au protéasome 20S une 
architecture en tonneau. Deux types de protéines, α et β (masse moléculaire comprise entre 21 
et 32 kDa) (Rivett et al., 1993), constituent ces anneaux. Les deux anneaux centraux 
définissent une chambre interne qui contient les sites actifs responsables de l’hydrolyse des 
liaisons peptidiques (activité peptidasique). L’accès aux deux extrémités de la chambre 
interne se fait par un conduit formé par deux anneaux périphériques, situés de par et d’autre 





l’accès à la chambre interne. Les sites actifs peptidasiques sont donc confinés à l’intérieur du 
protéasome 20S et isolés de l’environnement cellulaire. Grâce à cette architecture, les 
protéines de la cellule sont protégées d’une dégradation inopportune. Dans la cellule, le 
protéasome 20S s’associe au complexe 19S (la coiffe) (Dahlmann, 2005) (figure 3). 
 
Le protéasome 19S est constitué d’au moins 17 sous-unités différentes, dont 6 sous-
unités ATPasiques qui forment un anneau hexamérique interagissant avec le protéasome 20S. 
Il est responsable de la reconnaissance des protéines destinées à être dégradées. Généralement 
mais pas exclusivement (Andermarcher et al., 2005), les protéines destinées à la dégradation 
sont préalablement marquées par un signal de destruction, une chaîne de molécules 
d’ubiquitine (une protéine de 76 acides aminés) liées de façon covalente. La 
polyubiquitination de ces protéines destinées à la dégradation par le protéasome 26S est 
réalisée par un système de trois enzymes, E1 (enzyme activatrice de l’ubiquitine), E2 (enzyme 
de conjugaison) et E3 (ligase de l’ubiquitine) en présence d’ATP (Ciechanover et al., 1994) 
(figure 4). 
 
L’ubiquitinylation permet la sélectivité et assure un contrôle temporel de la 
dégradation des protéines. 
 Une autre fonction du protéasome 19S est de déplier les protéines destinées à la 
dégradation. En effet, les diamètres du conduit d’entrée (1 nm) et de la chambre interne         
(5 nm) ne permettent pas au protéasome 20S d’encapsuler des protéines natives. Les protéines 
doivent donc être dépliées avant de pénétrer dans la particule 20S : ce dépliement des 
protéines reconnues par le protéasome 19S est réalisé par les sous-unités ATPasiques grâce à 
l’énergie produite par l’hydrolyse de l’ATP. Ces ATPases sont également responsables de 
l’ouverture de la barrière qui ferme l’entrée du protéasome 20S et de l’injection des protéines 
dépliées dans la chambre protéolytique. 
 
Ce système complexe intervient dans un grand nombre de processus biologiques tels 
que la régulation du cycle cellulaire, la régulation transcriptionnelle de certains gènes via 
l’hydrolyse de facteurs de transcription, la régulation du métabolisme d’enzymes clefs, le 
contrôle et la qualité des protéines néosynthétisées en éliminant celles qui se révèlent 






Par ailleurs, le protéasome est connu pour dégrader les principales protéines contractiles 
du muscle squelettique et joue un rôle important dans la perte musculaire (Attaix et al., 2005).  
 
On estime qu’une cellule contient en moyenne un million de protéasomes et qu’une 




Figure 4 : Séquences d’événements permettant la dégradation de protéines par le 












III – LA VOIE DES CASPASES 
 
Ces protéases sont responsables de la destruction progressive de la cellule lors du 
processus apoptotique. Elles constituent une large famille de protéases dont l’expression et les 
régulations sont différentes. Le rôle des caspases est principalement exécutif, c'est-à-dire 
qu'elles vont s'attacher à éteindre les voies protectrices et à activer des molécules qui vont 
participer à la destruction cellulaire. Ces enzymes apoptogènes sont des protéases à cystéine 
qui possèdent une spécificité stricte de clivage de leurs substrats après un résidu d'acide 
aspartique. 
Quinze isoformes ont pu être dénombrées à ce jour chez les mammifères (Nicholson et 
Thornberry, 1997). 
 
Les caspases sont divisées en trois groupes en fonction de leurs activités et de la taille 
de leurs pro-domaines (Stennicke et Salvesan, 2000) : 
- les caspases-1, -4, -5, -11 et -14 (médiation de la réponse inflammatoire) 
- les caspases-2, -8 et -10 (initiation de l’apoptose)  
- les caspases-3, -6 et -7 (caspases effectrices de l’apoptose). 
 
Elles sont constitutivement présentes dans la cellule sous forme de précurseurs, 
zymogènes inactifs (pro-caspases) dont les pro-domaines N-terminaux sont de tailles 
variables (Cryns et Yuan, 1998). Les formes activées des caspases se composent de deux 
sous-unités de 20 et 10 kDa (figure 5). La conversion de la caspase de l'état de zymogène à 
celui d’une enzyme mature nécessite au moins deux clivages au niveau de liaison Asp-X. Ces 
clivages successifs ont lieu de manière séquentielle avec tout d'abord libération de la petite 
sous-unité du reste de la molécule suivie par la libération du prodomaine. La caspase va alors 
pouvoir s'assembler sous sa forme active, composée de deux grandes et de deux petites sous-



























Figure 5 : Structure et activation des caspases. Les caspases contiennent quatre domaines 
principaux qui sont clivés en deux étapes afin de donner une caspase active. Adapté de 
Rathmell et al., 1999. 
 
 
Il existe quatre types de protéines substrats des caspases (Cryns et Yuan, 1998) : 
 
- les protéines de structure, 
- les protéines régulatrices du génome,  
- les protéines impliquées dans la transduction du signal,  
- les protéines directement impliquées dans le processus apoptotique. 
 
L'activation et les fonctions des caspases sont régulées par une grande variété de 
molécules, parmi celles-ci, on trouve la famille des protéines Bcl-2, les calpaïnes et le Ca2+ 










IV – LES CALPAÏNES  
 
Découvertes en 1964 par Guroff, les calpaïnes sont des cystéines endopeptidases 
neutres de type papaïne. Leur activité est contrôlée par la concentration en calcium (Croall et 
al., 1991). Elles constituent une famille de quatorze membres dont l'expression est soit 
ubiquitaire, soit tissu spécifique, nous choisirons ce type de distinction pour plus de clarté. 
Cependant, elles peuvent aussi être regroupées en deux grandes familles : les calpaïnes 
typiques (calpaïnes 1, 2, 3, 4, 8, 9, 11 et 12) et les calpaïnes atypiques (calpaïnes 5, 6, 7, 10 et 
13) (tableau I).  
Les calpaïnes atypiques diffèrent par leurs structures et notamment par la présence ou 
non de certains domaines importants pour l’activité de l’enzyme (comme le domaine IV ou 
domaine "calmoduline-like" (Dear et al., 1997)).  
L'activité des calpaïnes se caractérise par la protéolyse limitée de leurs substrats cibles. 
La protéolyse par les calpaïnes est aussi régulée physiologiquement par leur inhibiteur 
endogène, la calpastatine. 
 
IV - 1) Généralités, structure  
 
A) Les calpaïnes ubiquitaires  
 
La μ-calpaïne, dite micro-calpaïne ou calpaïne 1, est ubiquitaire et son activation in 
vitro se fait pour des concentrations calciques de l'ordre du micromolaire (5 à 50 µM). 
 
La m-calpaïne, dite milli-calpaïne ou calpaïne 2, est également ubiquitaire et est 
activée pour des concentrations calciques de l'ordre du millimolaire (0,25 à 1 mM) (Elce et 
al., 1997 ; Suzuki et al.,1979). Il s'agit de la protéase majoritairement exprimée parmi les 




















































































































































































































































































Tableau I : Nomenclature internationale des calpaïnes, adoptée lors de la FASEB 






Les calpaïnes 1 et 2 sont des protéines hétérodimèriques. Elles sont constituées de 
deux sous-unités codées par deux gènes différents : une sous-unité catalytique de 80 kDa 
propre à chaque enzyme et une sous-unité régulatrice de 30 kDa (commune ou différente aux 
m- et μ-calpaïnes selon les auteurs (Schad et al. 2002)). 
 
 La sous-unité catalytique se compose de quatre domaines : I à IV. La sous-unité régulatrice 
contient quant à elle les domaines V et VI (ou IV’) (figure 6). 
Les domaines I et V sont impliqués dans l’autolyse de l’enzyme. La région               
N- terminale ne présente par ailleurs aucune homologie avec des domaines identifiés dans 
d’autres protéines.   
Le domaine II comprend le site actif de la protéase, il est structurellement similaire au 
domaine catalytique d’autres cystéines protéases, essentiellement autour des acides aminés 
formant la triade catalytique.  Il peut être divisé en deux sous-domaines globulaires formant 
une clef catalytique (Moldoveanu et al., 2004). 
Le domaine III de la protéase serait quant à lui impliqué d’une part dans les 
changements conformationnels induits par le calcium. D’autre part, il contient une structure 
tridimensionnelle semblable à celle des domaines C2, lesquels sont impliqués dans les 
interactions de type protéine/protéine et le ciblage à la membrane. Par ailleurs, ce domaine 
contient également le site de fixation de la calpastatine.  
Les domaines IV (ou domaine "calmoduline-like") et VI sont des régions constituées 
de 5 motifs "EF-Hands", ayant une forte affinité pour le calcium (Bartoli et al., 2005). 
Une importance particulière doit être accordée au domaine IV de la grande sous-unité de la 
calpaïne. Cette région interagit précisément avec certaines séquences d'acides aminés 
appelées PEST : proline, glutamate, sérine et thréonine. Ces séquences PEST présentes chez 
certains substrats de la protéase réguleraient son activité. 
Le domaine V pourrait interagir avec la membrane par les phospholipides. 
Enfin, le domaine VI (appelé aussi IV’ en raison de sa forte homologie avec le 
domaine IV) est impliqué dans la non-séquestration du calcium et dans l’hétérodimérisation 










Figure 6 : Structure des calpaïnes ubiquitaires (Sorimachi et al., 1997). 
 
B) Les calpaïnes tissus-spécifiques  
 
Parmi ces calpaïnes, on retrouve la calpaïne 3 ou p94, majoritairement présente au 
niveau du muscle squelettique (Poussard et al., 1996). En 1989, Sorimachi et al. découvrent 
une nouvelle séquence se distinguant des calpaïnes conventionnelles (à partir des banques 
d'ADN complémentaires du muscle d'homme et de rat). Le nom de p94 lui est donné en 
référence à sa masse moléculaire. La p94 se compose de quatre domaines pour une séquence 
de 821 résidus (figure 7). 
Cette protéine présente de fortes homologies avec les sous-unités catalytiques des 
calpaïnes ubiquitaires, sa taille est cependant supérieure en raison de l'insertion de trois 
régions spécifiques (NS, IS1, IS2). NS et IS2 joueraient un rôle sur l'activité protéolytique 
tandis que IS1 serait une séquence permettant l'adressage de la protéine vers le noyau. Il est à 
noter que, dans le domaine III, des séquences répétitives aux fonctions inconnues ont été 
identifiées. Elles sont similaires à une séquence située avant la région N-terminale du 
domaine VI de la petite sous-unité 30 kDa. Les calpaïnes tissu-spécifiques sont toutes des 
monomères. Des mutations de cette protéine sont responsables d’une forme de la dystrophie 
des ceintures (LGMD2A). 
Enfin il est à signaler, qu'après avoir été considérée comme présente uniquement dans 
le muscle, de récents articles font état d’une expression dans d’autres tissus comme les 
















Figure 7 : Structure de la p94 (d’après Sorimachi et al., 1997). 
 
 
La Lp82, spécifique de l'œil a été identifiée dans le cristallin en 1998. Hormis le 
domaine I, la séquence en acides aminés est identique à celle de la p94. Issue du même gène 
que la p94, elle a subi un épissage alternatif qui conduit à l'absence des séquences d'insertion 
NS, IS1 et IS2. Elle fait l'objet de nombreuses études en raison de sa possible implication dans 
la formation de la cataracte (David et al., 1993). 
 
La calpaïne 6, spécifique du placenta et des muscles embryonnaires a été décrite pour 
la première fois en 1997 par Dear et al.. Cette protéine présente quelques particularités qui 
font d'elle une calpaïne atypique. Son domaine IV est substitué par un autre domaine de 
structure différente, appelé domaine T. Par ailleurs, elle ne semble pas contenir d'activité 
cystéine-protéase car le résidu cystéine du site actif est remplacé par un résidu lysine. De 
même, le résidu histidine tout aussi important dans la formation du site actif est remplacé par 
un résidu tyrosine. 
 
En 1993, Sorimachi et al. isolent la forme nCL-2 (calpaïne 8) au niveau de l'estomac 
avant de découvrir une autre forme résultant de l'épissage alternatif du gène : nCL-2'. La 
structure de la forme nCL-2' est singulière car la totalité du domaine IV ainsi que la grande 
majorité du domaine III lui font défaut. Cette caractéristique suppose des interactions avec le 
calcium mais aussi avec la petite sous-unité, différente des calpaïnes conventionnelles.  
 
  La calpaïne 9 (nCL-4) spécifique du tube digestif a été isolée dans l'intestin (Lee et 
al.,1998). Elle ne présente pas de domaines délétés ni de séquence d'insertion. Elle serait 
impliquée dans des cancers de l'estomac où le gène Capn-9 est affecté au niveau de son 
expression (Yoshikawa et al., 2000). 
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Chez l'homme, des techniques de clonage positionnel ont permis de montrer que le 
gène Capn-10 codant pour la calpaïne 10 pourrait être un gène de susceptibilité au diabète de 
type 2 (Turner et al., 2005). 
 
La calpaïne 11 est présente dans les testicules (Dear et al., 1999) alors que la calpaïne 
13 découverte par Dear et al. en 2001 est exprimée dans les testicules et les poumons. 
 
IV - 2) Localisation dans la cellule 
 
La localisation des calpaïnes demeure imprécise et controversée. Les études de 
localisation en immunohistologie ont montré que les calpaïnes ainsi que leur inhibiteur 
avaient une localisation exclusivement intracellulaire (Kumamoto et al., 1992). Cependant en 
1997, Dourdin et al. ont montré une extériorisation de la m-calpaïne lors de la fusion des 
myoblastes.  
Bien que la localisation des µ- et m-calpaïnes soit principalement cytosolique, celles-ci 
peuvent transloquer vers différents compartiments subcellulaires. La translocation se fait par 
la fixation d'ions calcium au niveau des EF-hand. De récentes études montrent que les 
complexes calpaïnes/calpastatine sont associés avec les compartiments du réticulum 
endoplasmique et de l'appareil de Golgi (Hood, 2004).  
En 2002 et 2003 deux équipes différentes ont montré pour la première fois une 
localisation de la m-calpaïne au niveau des rafts membranaires dans les cellules 
lymphoblastoïdes T humaines (Morford et al., 2002) ou des caveolae dans les cellules 
parathyroïdes (Kifor et al., 2003). 
 
La distribution subcellulaire des calpaïnes est spécifique du type cellulaire. Leurs 
localisations peuvent être distinctes aussi bien d’une isoforme à l’autre qu'au cours du 












IV - 3) Régulation de l’activité des calpaïnes ubiquitaires 
 
A) Le calcium 
 
Tout comme les caspases, les calpaïnes sont synthétisées sous forme de pro-enzymes. 
Comme décrit précédemment, leur activation dépend de la concentration en calcium. De 
manière générale, les conséquences de l'interaction des calpaïnes avec le calcium sont 
doubles. D’une part le calcium serait capable de se lier aux motifs EF-hand des domaines IV 
et VI afin de favoriser l’interaction entre les deux sous-unités. D’autre part, celui-ci 
modifierait la conformation du domaine II et du domaine III permettant l'activation 
protéolytique. Celle-ci serait soit un phénomène intermoléculaire soit un phénomène 
intramoléculaire, provoquant la diminution de la concentration en calcium nécessaire à 
l’activation de la protéine (Cottin et al. 2001).  
Après avoir fixé le calcium, la protéine va migrer vers les structures membranaires et 
opérer un changement conformationnel exposant ses régions hydrophobes à la surface de la 
protéine, lui permettant d'interagir avec les phospholipides membranaires (figure 8).            
Ces interactions vont d'une part diminuer les exigences en calcium (cf. chapitre 
phospholipides), mais également provoquer une seconde modification structurale de la sous-
unité catalytique à l'origine d'une dissociation des deux sous-unités. 
Il y aurait alors :  
- soit une dissociation directe des deux sous-unités permettant la libération de la forme 
active des calpaïnes,  
- soit une auto-protéolyse des deux sous-unités puis la dissociation et la libération de la 
forme active des calpaïnes.  
La sous-unité catalytique va ainsi pouvoir hydrolyser des substrats soit au niveau des 
structures membranaires, soit après libération au niveau du cytosol.  
La théorie d'activation des calpaïnes au niveau des membranes a d'autant plus de succès, 
qu’elle fait intervenir le domaine IV’ de la sous-unité 30 kDa. Ce domaine comprend une 
région hydrophobe (riche en glycine) susceptible de se lier aux membranes (Imajoh et al., 
1986). Auparavant, aucune fonction pour la petite sous-unité n’avait encore été proposée, si 
ce n'est une fonction stabilisatrice de la sous-unité 80 kDa.  
Enfin il est à signaler que pour Garret et al. (1988), cette liaison aux membranes peut 






















Figure 8 : Mécanisme d'activation des calpaïnes (selon Suzuki et al., 1995) 
 
b) Les phospholipides et les autres activateurs 
Un problème majeur n'a toujours pas été résolu : la concentration intracellulaire en 
calcium reste insuffisante pour l'activation des calpaïnes. En effet, les concentrations 
nécessaires in vitro sont supérieures aux valeurs physiologiques (bien que celles-ci puissent 
atteindre une valeur de l'ordre du μM à proximité des canaux calciques). Augmentant le degré 
de complexité de la régulation de la protéine, d’autres acteurs moléculaires pourraient 
intervenir.  
Dans la recherche d'activateurs susceptibles d'abaisser ces concentrations en calcium, 
Coolican et Hathaway trouvent en 1984 que certains phospholipides acides tels que la 
phosphatidylsérine (PS) et le phosphatidylinositol (PI) sont capables d’abaisser au moins 
25 fois la concentration en calcium nécessaire à l'auto-protéolyse des calpaïnes (Cong et al., 
1989) ; ces phospholipides spécifiques ne sont cependant pas les seuls phospholipides aux 
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intracellulaires peuvent se lier à des protéines spécifiques et servir ainsi de cible pour les 
calpaïnes (Fukami et al., 1992). L’intervention des phospholipides dans le mécanisme 
d'activation des calpaïnes comme décrit dans le chapitre « IV-3) A) Le calcium » a donné lieu 
à l’hypothèse d'un éventuel site d’activation des calpaïnes au niveau membranaire (Kuboki et 
al., 1987 ; Mellgren, 1987). Pour certaines concentrations en phospholipides, certains auteurs 
décrivent même une activation des calpaïnes pour des valeurs en calcium proche du niveau 
physiologique (Chakrabarti et al., 1996). Comme nous le verrons en détail dans la deuxième 
partie de cette introduction, les caveolae contiennent une forte concentration en lipides 
particuliers et en calcium. 
Certaines données récentes suggèrent que d’autres facteurs seraient responsables de 
l'activation des calpaïnes. En effet, celles-ci possèdent plusieurs sites de phosphorylation qui 
participeraient à la régulation de leur activité. Il a été mis en évidence qu'une stimulation de 
cellules par l'EGF (Epidermal Growth Factor) permettant l'activation de la voie ERK/MAP 
kinase donnerait lieu à la phosphorylation de la m-calpaïne et ainsi à une augmentation de 
son activité protéolytique (Glading et al., 2000 et 2001). 
Par ailleurs, l'équipe de Pontremoli (1990) a montré la présence d'un activateur de la 
µ-calpaïne dans le cerveau de bœuf. Cet activateur semble présenter une certaine homologie 
avec une "Heat Shock" protéine. Les auteurs ont montré que l'activateur se complexe au 
calcium avant d'interagir avec la calpaïne.  
Un autre activateur "l'acyl-CoA binding protéin" (protéine de liaison à l'acyl-CoA) ou ACBP, 
a été mis en évidence par Melloni et al. (2000) dans le muscle squelettique de rat et forme 
avec la m-calpaïne un complexe membranaire, permettant de diviser par 50 les exigences en 
calcium de la m-calpaïne. Cet homodimère de 20 kDa agirait sur la liaison entre les calpaïnes 
et la calpastatine. D’autres protéines membranaires seraient susceptibles de participer à 
l’activation des calpaïnes (Inomata et al., 1990 ; 1995).  
Toutes ces constatations dévoilent la complexité du mécanisme d'activation des calpaïnes. 
 
c) La calpastatine : l’inhibiteur endogène 
Les µ- et m-calpaïnes sont inhibées par une protéine spécifique, appelée calpastatine 





pourrait inhiber plusieurs molécules de calpaïne, trois à douze selon certaines études (Croall 
et al., 1991). Huit isoformes sont présentes dans l’organisme, la forme la plus fréquemment 
exprimée possède une masse moléculaire voisine de 110 kDa en conditions dénaturantes. 
Cependant le poids moléculaire oscille entre 20 kDa et 240 kDa. Cet éventail de poids 
moléculaires peut s'expliquer par le fait que la calpastatine semble très sensible à la 
dégradation protéolytique durant les étapes de purification, et qu'elle migre de façon anormale 
en électrophorèse (Maki et al., 1990). Elle interagit avec les domaines IV et VI des deux 
calpaïnes ubiquitaires. La calpastatine est composée de cinq domaines dont un domaine L en 
position N-terminale (constitué d’environ 120 acides aminés), lié à quatre autres domaines 
d’environ 140 acides aminés à fort degré d’homologie contenant chacun trois régions 
homologues répétées (A, B, C), constituant le motif inhibiteur (figure 9). La calpastatine 
possède également un site de phosphorylation en position N-terminale (Averna et al., 1999). 
En effet, il a été montré que l’inhibition de l’activité de la m-calpaïne est diminuée lorsque la 
calpastatine est phosphorylée. Cette phosphorylation permettrait de moduler l’affinité de la 
calpastatine pour la m-calpaïne et assurerait ainsi une régulation fine de l’activité de la 
calpaïne par la calpastatine. L’inhibition des calpaïnes par la calpastatine est un phénomène 
calcium-dépendant (Cottin et al., 2000, 2001 ; Kapprell et Goll, 1989), les concentrations 
nécessaires à la fixation de la calpastatine étant par ailleurs inférieures à celles de leur 
activation (Wendt et al., 2004). Le mode d'action de cet inhibiteur reste encore flou. En effet, 
selon Maki et al. (1990), la calpastatine entrerait en compétition avec les substrats alors que 
d’autres auteurs ont montré une action de type non compétitif (Cottin et al., 1983). 
L’interaction est par ailleurs réversible après capture des ions calcium par de l’EDTA ou de 
l'EGTA, ceci suggérant que la calpastatine aurait pour rôle de maintenir les protéases dans un 








Figure 9 : Représentation des domaines protéiques de la calpastatine 
(d’après Lee et al., 1992). 
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IV - 4) Les substrats des calpaïnes  
 
Tout d’abord, il est essentiel de dire que le clivage d’une protéine par les calpaïnes in 
vitro ne signifie pas forcément que cette protéine soit un substrat in vivo (Goll et al. 2003). 
Les calpaïnes ubiquitaires ont une activité de protéolyse limitée conduisant à la formation de 
peptides de masse moléculaire importante. Elles participent davantage à la régulation de 
l’activité de leurs substrats (activation d’une enzyme par exemple) qu’à leur catabolisme. Il 
n’existe pas de différences majeures dans la spécificité de substrat entre les deux isoformes.  
In vitro, un très large éventail de protéines a été recensé (une centaine environ). Parmi 
celles-ci, une majorité possède dans leur séquence en acides aminés, le motif PEST (Proline, 
Glutamine, Serine et Thréonine). D'après Harris et al. (1989), la proximité de ces 4 acides 
aminés permettrait de séquestrer les ions calcium, favorisant ainsi l'action des calpaïnes en 
présence de concentrations calciques physiologiques. Cependant toutes les protéines clivées 
par ces protéases ne possèdent pas cette séquence consensus, et de plus, une mutation de cette 
structure ne prévient pas leur dégradation (Molinari et al., 1995). Ainsi, il semblerait que la 
présence des séquences PEST ne soit ni nécessaire ni suffisante à la reconnaissance des 
substrats par les calpaïnes (Carillo et al., 1996). La comparaison des sites de clivage pour un 
certain nombre de substrats protéiques in vitro (Croall et Demartino, 1991) a permis de mettre 
en évidence une certaine homologie dans la séquence en acides aminés des protéines 
hydrolysées : présence d’acides aminés basiques en position P1 du site de coupure, d’acides 
aminés hydrophobes en position P2 et structure tridimensionnelle particulière des protéines 
substrats (Sakai et al., 1987).  
 
Ces substrats peuvent être classés en quatre catégories (Goll et al. 2003) : 
 
- enzymes : calcium/calmoduline-dépendante protéine kinase, EGF récepteur 
kinase, myosine chaîne légère kinase (MLCK), phosphatases (calcineurine, Inositol 
polyphosphate 4-phosphatase,…), phospholipase C, phosphorylase b kinase, 










- protéines du cytosquelette et contractiles : actine (Villa et al., 1998), adducine,  
calponine, caténine, desmine (Dourdin et al., 1997 ; Nelson et Traub, 1983), 
dystrophine (Dourdin et al., 1997), filamine, fodrine, gelsoline, myosine, taline, tau, 
titine, tropomyosine (Mazères et al., 2006), troponine (Di Lisa et al., 1995), 
tubuline (Santella et al., 2000), vimentine (Robertson et al., 2005),  vinculine 
(Serrano, et Devine, 2004), MARCKS (Dulong et al.), 2004…  
 
- protéines membranaires : A-CAM (Sato et al.), cadhérine, cavéoline 3 (Moyen 
et al., 2004), protéine Gsα, EGFR, PDGFR,  sous-unité β3 des intégrines,… 
 
- autres : cytokines, facteurs de transcription comme myogénine, p53, IκBα, AP1, 
c-Fos, c-Jun, c-Myc, protéines nucléaires (Mellgren et al., 1991), pro-caspases,… 
 
V - 5) Fonctions physiologiques des calpaïnes et calpaïnopathies 
 
Les calpaïnes, parce que ce sont des protéases, sont impliquées dans les phénomènes 
généraux de la protéolyse : elles vont réguler l'activation de diverses activités enzymatiques 
par maturation, inactivation ou activation de précurseurs.  
Elles interviennent dans la prolifération et la différenciation cellulaires (Cottin et 
al., 1994), dans le développement embryonnaire (Emori et Saigo, 1994), l’adhésion 
cellulaire (Carragher et al., 2001). Elles auraient pour fonction principale le remodelage du 
cytosquelette lors de la fusion et la migration des cellules myoblastiques (Mazeres et al, 
2006). 
Leurs actions ne se limitent pas seulement aux protéines de structure mais elles sont 
également impliquées dans la régulation de l'activité de certaines kinases et phosphatases, ou 
encore des protéines associées à la membrane ayant un rôle dans la signalisation cellulaire 
comme les récepteurs à l'insuline, certains canaux ioniques ou encore les intégrines. 
Un autre rôle leur est attribué dans le cycle cellulaire : elles sont responsables de la 
dégradation de plusieurs facteurs participant au fonctionnement du cycle cellulaire (p53, 
cycline D1). De ce fait et de par leurs relations avec les caspases (confère chapitre 6 








Il n’est donc pas étonnant qu’elles soient impliquées dans de nombreuses pathologies 
associées à diverses dérégulations (concentration calcique anormale, rupture de l’équilibre 
calpaïne/calpastatine, traumatisme,…). C’est ainsi que leurs rôles ont été mis en évidence 
dans : 
 
- la maladie d’Alzheimer où l’intervention des calpaïnes aurait été mise en évidence au 
niveau moléculaire (Maruyama et al., 2000), en effet cette maladie se caractérise par 
l’agrégation des substrats des calpaines conduisant à l’apoptose de la cellule ;  
 
- les traumatismes cérébraux où les calpaïnes, en particulier la µ-calpaïne, entraîneraient 
une dégénérescence neuronale (Kampfl et al., 1996) ; 
 
- les dystrophies musculaires où l’on note une forte augmentation de l’activité 
protéolytique des calpaïnes (nécrose) (Hussain et al., 1998) ; et plus particulièrement dans la 
myopathie des ceintures où une mutation du gène codant pour la calpaïne 3 entraîne une 
perte de son activité protéolytique. Ces dysfonctionnement conduisent au développement 
d’une myopathie affectant les muscles du bassin et des épaules. 
 
-  la cataracte où la m-calpaïne hydrolyse des protéines de structure du cristallin 
(Andersson et al., 1994) ;  
 
- les ischémies cérébrales (Neumar et al., 1996) et cardiaques : ces pathologies sont 
associées à une augmentation de calcium intracellulaire induisant une importante activation 
des calpaïnes. Cette augmentation continue va alors engendrer une protéolyse accélérée de 
nombreux composants cellulaires (kinases, protéines membranaires et cytosquelettiques) ; 
 
- d’autres pathologies comme les maladies auto-immunes, le diabète de type 2 dont les 
mutations du gène codant pour la calpaïne 10 sont à l’origine, l’inflammation, la progression 
tumorale (Baud et al., 2003) ont été recensées. 
 
IV - 6) Relations avec les caspases  
 
Les calpaïnes, interviennent dans la régulation de l’expression des caspases (Fan et al., 





caspases par les calpaïnes conduisant soit à leurs activations, soit à leurs inactivations 
(Blomgren et al., 2001).  
Les deux systèmes protéolytiques interagiraient de façon étroite notamment en 
protéolysant des éléments clefs de l'apoptose (Pike et al.,1998). Ceci aboutirait à 
l’amplification du processus apoptotique et contribuerait à le rendre irréversible. Ces deux 
familles d’enzymes possèdent plusieurs substrats communs, chacune exerçant son action 
protéolytique au niveau de sites de clivage différents.  
 
Un autre lien entre ces deux familles de protéases repose sur la calpastatine. En effet, lors de 
la fusion de myoblastes de rat de la lignée L8, la caspase 1 induirait la dégradation de la 
calpastatine. La protéolyse caspase-dépendante de la calpastatine aurait pour effet de libérer la 
calpaïne sous une forme potentiellement activable par le calcium suggérant ainsi une 
interaction forte entre les caspases et le système calcium-dépendant lors de la différenciation 
















Les caveolae (figure10) sont des invaginations vésiculaires de la membrane plasmique 
allant de 50 à 150 nm de diamètre (Krajewska et Maslowska, 2004 ; Razani et Lisanti, 2001 ; 
Smart et al., 1999 ; van Deurs et al., 2002) caractérisées par une faible densité de flottation. 
Elles ont été décrites pour la première fois il y a environ 50 ans par Palade, et ne présentaient 
alors un intérêt que pour la biologie structurale. Depuis un peu plus d’une décennie, les 
recherches effectuées ont permis de montrer que ces vésicules étaient de véritables organelles 
avec un rôle important dans de nombreuses fonctions cellulaires. 
Cependant les caveolae restent assez mystérieuses et n’ont pas livré tous leurs secrets. 
En effet, même si leurs fonctions commencent à être mieux connues, une grande confusion 
règne dans la communauté scientifique sur leurs appartenances aux radeaux lipidiques, 
communément appelés "rafts". 
Certains auteurs, minoritaires à l'heure actuelle, considèrent les caveolae et les "rafts" 
comme deux entités distinctes, ainsi Chamberlain et al. (2001) parlent des "rafts" comme des 
micro-domaines non cavéolaires « Lipid rafts are non caveolar microdomains that are 
enriched in cholesterol and glycosphingolipids… ».  
"A contrario", une majorité d’auteurs lorsqu’ils mentionnent les caveolae parle de 
rafts spécialisés « Caveolae are specialized lipid rafts… ». Nous soutiendrons plutôt cette 
seconde hypothèse. Ainsi les dernières recherches ont montré que les caveolae étaient 
biochimiquement indistinguables des rafts et étaient similairement enrichis en cholestérol et 
sphingolipides (Simons and Toomre, 2000). La réelle différence entre ces deux entités est 
l’invagination, et la présence de vésicules dans le cas des caveolae. Cette différence est due à 
la présence d’une protéine présente dans les caveolae et absente dans les rafts : la cavéoline. 
Enfin, les publications récentes font état de vésicules beaucoup plus petites que les caveolae 








Figure 10  : Caveolae observées dans les ostéoblastes. Microscopie électronique 
(grossissement : 50 000 X) (d'après Mc Hugh et al., 2000) 
 
 
I – STRUCTURE ET FORMATION 
 
Les cavéolines sont le principal composant protéique des membranes des caveolae 
(Simmons et Ikonnen, 1997). Leurs familles sont composées de trois protéines distinctes, les 
cavéoline -1, -2 et -3. (cav -1,-2,-3) (Glenney et al., 1992 ; Rothberg et al., 1992, Scherer et 
al., 1996, Tang et al., 1996). 
Les cavéolines ont de nombreuses propriétés qui sont indispensables à la formation 
des vésicules, elles permettent l’invagination de ces structures. En outre, la formation des 
caveolae nécessite un environnement lipidique particulier (cholestérol, 
glycosphingolipides,...). Ainsi la cavéoline présente une très haute affinité pour le cholestérol 
et les sphingolipides (Fra et al., 1995 ; Murata et al.,1995). Cette propriété est due à trois 
modifications C-terminales de la protéine (palmitoylations), celles-ci permettant de stabiliser 
et d'associer la cavéoline aux caveolae (Dietzen et al.1995, Monier et al., 1996). 
La formation se ferait dans le réticulum endoplasmique et dans l’appareil de Golgi : un 
oligomère de cavéoline interagirait avec un autre et ainsi de suite pour former un « cluster » 
de cavéolines (14 à 16 oligomères), eux même engendrant de méga-complexes par 
interactions entre les oligomères (Monier et al., 1995 ; Sargiacomo et al., 1995). Le début de 
la formation se ferait dans le réticulum endoplasmique où les méga-complexes 
augmenteraient de taille durant le transport via l’appareil de Golgi. L’ensemble de ces 
données, à savoir la haute affinité pour ces lipides particuliers, l’oligomèrisation et les 
interactions entres ces oligomères forment un environnement particulier générant ces 







Il est à noter que les cavéolines sont reliées par leurs extrémités N-terminales à la filamine, 
ceci permettant l’ancrage des caveolae au cytosquelette d’actine (van Deurs et al., 2002). 
Par ailleurs, l’expression de la cavéoline-1 ou bien celle de la cavéoline-3 est 
suffisante à la formation des caveolae ; cette expression est indispensable pour la 
différenciation des cellules musculaires. 
 
II – LES CAVEOLINES 
 
II - 1)  La cavéoline-1 
 
La cavéoline-1 est une protéine de 21 kDa ancrée dans la membrane des caveolae. Elle 
est fortement représentée dans les cellules épithéliales, endothéliales, les adipocytes, les 
fibroblastes et les cellules des muscles lisses. On trouve deux isoformes : la cavéoline-1α de 
24 kDa (178 acides aminés) et la cavéoline-1β de 21 kDa (147 acide aminés). 
Dans les vésicules, celle-ci prend une structure en épingle à cheveux avec les domaines         
N et C terminaux orientés côté cytoplasmique. Structurellement, la cavéoline-1 peut être 
divisée en trois domaines distincts (figure 11) : 
  - le domaine cytosolique N-terminal (hydrophile) : acides aminés 1 à 101 
  - le domaine central hydrophobe (Trans Membrane Domain : TMD) : acides 
aminés 102 à 134 
  - le domaine cytosolique C-terminal (hydrophile) : acides aminés 135 à 178 
 
La région N-terminale contient le « Caveolin Scaffolding Domain » ou CSD, cette 
séquence de 20 acides aminés est essentielle pour la formation des oligomères (14-16 
molécules avec une masse moléculaire comprise entre 350 et 450 kDa). Elle intervient 
également dans la transduction du signal puisqu'elle est responsable de la majorité des 
interactions avec de nombreuses autres protéines. Le CSD joue aussi un rôle dans 
l’attachement à la membrane. 
Les acides-aminés 66 à 70 sont nécessaires pour le passage du réticulum endoplasmique vers 
l'appareil de Golgi. Les acides aminés 71 à 80 contrôlent l’incorporation des oligomères dans 






Par ailleurs, on trouve une tyrosine en position 14, laquelle est un site majeur de 
phosphorylation par les kinases de la famille Src. Ces modifications sont nécessaires à 
l’agrégation et à la fusion des caveolae. 
 
Le "Trans Membrane Domain" (TMD) n’est pas nécessaire pour l’attachement à la 
membrane de la cavéoline-1 mais joue un rôle dans les interactions avec la cavéoline-2 et 
d’autres protéines. 
 
Le domaine C-terminal intervient pour sa part au niveau de l’attachement à la 
membrane et des interactions protéine/protéine. On trouve ainsi trois palmitoylations sur les 
cystéines en positions 133, 143 et 156 (Krajewska et Maslowska, 2004) permettant l’ancrage à 
la membrane. Deux de ces résidus seraient par ailleurs impliqués dans la liaison et le transport 
du cholestérol. 
Les acides-aminés 135 à 154 permettent l’expulsion du Golgi. 
 
Dans les cellules où elles sont co-exprimées, les cavéolines-1 et -2 forment un hétéro-
complexe de poids moléculaire compris entre 200 et 600 kDa. 
 
 
II - 2) La cavéoline-2 
 
La cavéoline-2 présente la séquence primaire la plus variable. On trouve trois 
isoformes : 2α (180 résidus), 2β (149 résidus) et 2γ (la plus courte et la moins abondante). 
Elle est à 58 % similaire à la cavéoline-1. Elle existe principalement sous la forme de 
monomère ou d’homodimère. Elle peut s’hétérodimériser avec la cavéoline-1 mais pas avec la 
cavéoline-3. On connaît peu de chose sur sa fonction, il est probable que cette protéine agisse 
comme protéine accessoire de la cavéoline-1 (Krajewska et Maslowska, 2004 ; Razani et 
Lisanti, 2001). 
   
 
 
II - 3) La cavéoline-3 
 
La cavéoline-3 comporte 151 acides aminés et est très proche de la cavéoline-1 au 







27 résidus par rapport à la cavéoline-1α. Les cavéolines -1 et -3 contiennent un domaine 
comportant plusieurs résidus tryptophanes hautement conservés entre les espèces : ce domaine 
serait responsable des interactions protéine/protéine. Celui-ci est curieusement tronqué dans le 
cas de la cavéoline-2. 
La cavéoline-3 s’oligomèrise (14-16 oligomères) (Quest et al., 2001 ; Razani et 





























Figure 11 : A. Représentation schématique des diverses cavéolines 










III – LES FONCTIONS DES CAVEOLAE 
 
III - 1) Les fonctions d’endocytose 
 
Le fait que les caveolae puissent exister aussi bien sous la forme d'invaginations de la 
membrane plasmique, de vésicules fermées que d'agrégats de plusieurs vésicules conduit tout 
naturellement les caveolae vers les fonctions d’endocytose. 
Ainsi leurs premières fonctions seraient de permettre le mouvement de molécules d’une face 
cellulaire à l’autre, c’est la « transcytose » (Anderson et al., 1992 ; Predescu et al., 1997 ; 
1998 ; Schnitzer et al., 1994). A titre d'exemple, la phosphatase alcaline ou encore l’albumine 
transitent par cette voie. Dans certains types cellulaires, les virus (Simian Virus 40) ou les 
bactéries (E. coli) peuvent être transférés dans le compartiment intracellulaire via les caveolae 
(Shin et al., 2000). 
Mais elles ont également la fonction de « potocytose » (internalisation de petites molécules 
puis fusion avec l’endosome) (Matveev et al., 2001). La formation vésiculaire résultant de la 
fusion de caveolae avec les endosomes est appelée « cavéosome ». 
 
III - 2) La régulation de l’homéostasie du cholestérol 
 
Plusieurs arguments viennent étayer le fait que les caveolae sont impliquées dans la 
régulation du cholestérol : 
- Les caveolae sont très fortement enrichies en cholestérol en comparaison avec la 
membrane plasmique classique.  
- La cavéoline lie le cholestérol avec une très forte affinité (une molécule de 
cholestérol pour une molécule de cavéoline) (Thiele et al., 2000). 
- Un traitement pharmacologique (lovastatine ou mévinoline) entraînant un arrêt ou 
une diminution de la biosynthèse du cholestérol engendre une diminution majeure du nombre 
de caveolae (Hailstones et al., 1998). 
 
Le cholestérol cellulaire provient de deux sources : une production cellulaire mais 
aussi une entrée dans la cellule via une lipoprotéine (LDL : Low Density Lipoprotein) et des 
vésicules à clathrine (Fielding et al., 1996, 1997 ; Simons et Ikonen, 2000). La cavéoline joue 
le rôle d’escorte pour le cholestérol en l’accompagnant du réticulum endoplasmique vers les 





pour les caveolae ou est pris en charge par une deuxième catégorie de lipoprotéine (HDL : 
High Density Lipoprotein) (figure 12). 
Tous ces éléments tendent donc à prouver que les caveolae interviennent comme une véritable 
plate-forme de régulation du cholestérol cellulaire. 
 
 
Figure 12 : Caveolae et cholestérol 
 
III - 3) La régulation des signaux de transduction 
 
Les cavéolines, hormis leurs rôles structuraux dans la formation des caveolae, agissent 
directement sur d’autres protéines en intervenant dans leurs régulations. Ces interactions se 
font donc très majoritairement par le « Caveolin Scaffolding Domain » (CSD) et confèrent à 
cette molécule un rôle central dans la régulation des signaux cellulaires. D'une manière 
générale, le rôle de ce domaine est de séquestrer ou d’inhiber certains acteurs de la 
signalisation cellulaire. 
Ainsi les cavéolines agissent sur diverses protéines comme les protéines G (Li et al., 
1995), les Nitric Oxydes Synthases (Prabhakar et al., 2000) et les PKCs en les inhibant (en 
particulier la PKCα) (Oka et al., 1997). D’autres protéines comme les protéines H-Ras, les 
tyrosines kinases de la famille Src, le récepteur à l'EGF peuvent se lier au domaine CSD.  
Il a été montré que les caveolae intervenaient dans la modulation des signaux faisant 
intervenir le récepteur à l’EGF : ainsi celui-ci ne serait pas présent de façon constitutive dans 
ces vésicules, mais sa présence ou son absence serait soumise à une forte régulation 
hormonale (Schlegel et Lisanti, 2001). Il en est de même pour les récepteurs à la tyrosine 
kinase, leurs associations correspondent à un processus d’équilibre qui peut-être médié dans 





Ainsi plusieurs molécules impliquées dans la transduction du signal ont été identifiées 
dans les caveolae, suggérant que ces structures puissent servir à compartimenter, moduler et 
intégrer les signaux moléculaires à la surface de la cellule. 
Les caveolae apparaissent donc comme d’importantes structures de transduction de 
par leurs capacités à concentrer un grand nombre de molécules de signalisation dans une 
petite localisation cellulaire (Couet et al., 2001), raison pour laquelle le nom alternatif de 
« signalosomes » leurs a été donné. 
 
III - 4) La régulation de l’homéostasie calcique 
 
Il est fort probable que les caveolae soient un lieu de régulation de l’homéostatie 
calcique ainsi que des signaux de transduction calcium-dépendant (Isshiki et al., 1999) (figure 
13). Ainsi, ces microdomaines seraient impliqués dans la translocation du Ca2+ vers le milieu 
intracellulaire lors du cycle contraction/relaxation dans le muscle (Popescu et al., 1974).      
La présence de récepteurs à l’IP3 dans les caveolae confirmerait cette hypothèse : la forte 
concentration en Ca2+ dans ces vésicules permettrait de relarguer des quantités précises et 
importantes de Ca2+ en réponse à un stimulus spécifique. 
Par ailleurs, il a été soulevé l’hypothèse selon laquelle les caveolae fusionneraient avec le 
réticulum endoplasmique pour le recharger en Ca2+. Tous ces éléments tendent à prouver la 
forte corrélation entre caveolae et signaux calcium dépendant. 
 






IV - LOCALISATION 
 
Les cavéolines sont exprimées dans des tissus où les caveolae sont fortement 
représentées. Les cavéolines-1 et -2 sont co-exprimées dans de nombreuses cellules et 
notamment avec une forte présence dans les cellules endothéliales, les adipocytes et les 
pneumocytes de type 1 mais elles sont également très présentes dans les fibroblastes et les 
cellules musculaires. 
Par contre, la cavéoline-3 est exclusivement et fortement exprimée dans les muscles 
squelettiques et cardiaques différenciés (Campbell et al., 2001 ; Scherer et al., 1994, 1996 ; 
Tang et al., 1996). La cavéoline-3 est la protéine majeure (parmi les cavéolines) dans ces 
muscles différenciés. En outre, il a été récemment montré une expression de la cavéoline-3 
dans les astrocytes et les chondrocytes (Couet et al., 2000). 
Dans le tissus musculaire, les caveolae se trouvent dans le sarcolemme au niveau du disque Z 




V - PATHOLOGIES 
 
Les caveolae sont impliqués dans un grand nombre de maladies comme les 
dystrophies musculaires, le cancer, le diabète, l’athérosclérose, et la maladie d’Alzheimer 
(Campbell et al., 2001). 
 
En aparté : les dystrophies musculaires 
 
La cavéoline-3 est présente dans tous les types de cellules musculaires et est impliquée 
dans le développement de certaines dystrophies musculaires chez l’homme : la LGMD1C 
(Limb-Girdle Muscular Dystrophy de type 1C) est due à une sous-expression protéique 
tandis que la DMD (Duchenne Muscular Dystrophy) serait consécutive à une sur-régulation 








La DMD est la plus répandue et la plus sévère des dystrophies musculaires : elle 
affecte le muscle pelvien ainsi que le haut des bras et des jambes. Les personnes atteintes 
survivent rarement au-delà de 30 ans. Cette maladie génétique affecte uniquement les 
hommes et est due à une absence ou une production de dystrophine mutante. La dystrophine 
est une glycoprotéine faisant partie du complexe DGC (Dystrophin-Glycoprotéin Complex) ; 
elle traverse le sarcolemme formant un lien entre l’actine cytoplasmique et la matrice 
extracellulaire. Les caveolae chez les patients atteints de cette maladie sont beaucoup plus 
nombreuses mais leurs tailles sont plus réduites. Comme nous l’avons dit dans le paragraphe 
précédent, la cavéoline-3 est associée au complexe DGC. Son rôle serait alors de réguler 
l’interaction entre la dystrophine et la  β-dystroglycane (un autre composant du DGC). Une 
sur-expression de la cavéoline-3 au niveau du sarcolemme a été constatée. La résultante de 
cette sur-expression serait une "down-regulation" de β-dystroglycane et de dystrophine 
(Galbiati et al., 2000). 
 
La dystrophie des ceintures LGMD1C est quant à elle caractérisée par deux mutations 
spécifiques au niveau du gène humain de la cavéoline-3 (3p25). Celles-ci engendrent des 
modifications d'acides aminés de la protéine synthétisée au niveau du CSD et de la région 
transmembranaire. Ces mutations gênèrent un agrégat instable de cavéoline-3, lequel est alors 
dégradé par le protéasome (Razani et Lisanti, 2001). La conséquence est une diminution de 
plus de 90 % de l’expression protéique de la cavéoline-3 (Volonte et al., 2003). Les patients 
atteints de cette maladie souffrent alors de nombreux désordres musculaires : hypertrophies 


















Les Protéines Kinases C ou PKCs représentent une famille de sérine thréonine 
kinases. Elles sont formées d’une chaîne polypeptidique de 80 kDa et assurent le transfert 
d’un phosphate de l’ATP vers les résidus séryls et thréonyls des protéines cibles. Elles sont 
considérées comme des médiateurs classiques de nombreux agonistes extracellulaires qui 
produisent divers seconds messagers lipidiques (Kishimoto A. et al., 1980). Elles sont de ce 
fait impliquées dans de nombreux processus biologiques comme les phénomènes d’apoptose, 
l’activation des plaquettes, la conformation de l’actine dans le cytosquelette, la modulation de 
l’activité des canaux ioniques, la prolifération cellulaire (Toker A., 1998), la voie de 
translocation des petites protéines G telles que RhoA (Meacci et al., 2000). 
 
I - CLASSIFICATION  
 
Les PKCs appartiennent à une famille multigénique dont on connaît à l'heure actuelle 
12 isoenzymes (α, βI, βII, γ, δ, ε, θ, η, μ, ζ et τ/λ).  
Elles sont classées en 3 groupes d’après leurs structures et leurs propriétés enzymatiques 
(Jaken et al., 2000) : 
- le premier groupe (PKCs conventionnelles) constitué par les isoformes α, βI, βII, γ 
nécessite pour l’activité kinase, le Ca2+, le diacylglycérol (DAG) et certains phospholipides tel 
que la phosphatidylsérine (PS) ; 
- le deuxième groupe (PKCs nouvelles) composé des isoformes δ, ε, θ et η requiert le 
DAG et  des phospholipides mais ne nécessite pas le Ca 2+ ; 
- le dernier groupe (PKCs atypiques) regroupe pour sa part les isoformes ξ, τ/λ ,μ et 





Enfin, il convient d’ajouter les kinases rattachées aux PKCs comme l'isoforme µ, plus 
récemment découverte et qui n'est pas encore définitivement classée (Johannes F.J. et al., 
1994).  
Beaucoup d’entres-elles sont exprimées ubiquitairement (PKC α,βI,βII,ξ ) alors que d’autres 
ont une expression tissu spécifique.  
 
 







II - STRUCTURE 
 
Les différentes isoenzymes ont des masses moléculaires comprises entre 67 et           
100 kDa et sont constituées d'une seule chaîne protéique composée de régions conservées (C1 
à C4) et de régions variables (V1 à V5) (figure 14). Toutes les PKCs possèdent le même 
domaine catalytique (coté C-terminal) fixant l’ATP et le substrat, mais diffèrent  par leur 
domaine régulateur (coté N-terminal) qui contient le site de fixation au Ca2+ (structure de 
type « EF Hand ») et une séquence C1 permettant l’interaction avec les autres effecteurs. Ces 
deux domaines sont séparés par une région charnière V3. Cette région est sensible à la 
protéolyse par la trypsine et les calpaïnes (Kishimoto et al., 1989). Le domaine régulateur 
contient une séquence particulière dite « pseudo-substrat ». Cette séquence est responsable du 





consensus du substrat des PKCs comme celle présente dans MARCKS (Myristoylated 
Alanine Rich C Kinase Substrat) (Keenan et al., 1998 ; Morasch et al., 2000), (protéine 
connue pour être un de ses substrats privilégiés) ou dans l’annexine I (Seemann et al., 1996). 
Ainsi cette séquence joue le rôle d’inhibiteur compétitif vis-à-vis du substrat en interagissant 












Figure 14 : structure des PKCs 
 
III - MECANISMES D'ACTIVATION ET DE REGULATION DES 
PKCS CONVENTIONNELLES  
 
Toutes les voies d'activation des PKCs ne sont pas encore clairement définies, la 
principale voie actuellement admise est la voie de la phospholipase C, mais il existe 
également les voies de la phospholipase D et de la phospholipase A2. Il faut néanmoins 
prendre en compte la complexité du réseau des signaux intracellulaires ce qui implique 
que ces trois voies sont dépendantes les unes des autres. Quelque soit l’origine de la 
stimulation des PKCs, lors de son activation, cette enzyme migre du cytoplasme vers la 
membrane plasmique ou le noyau : cette translocation est indispensable pour que l’enzyme 
acquiert sa compétence catalytique. 
Le pré-requis au mécanisme d’activation des PKCs est une phosphorylation en trans 
(par la PDK1) dans le domaine catalytique suivi d’une auto-phosphorylation dans 3 régions,  
ceci permettant d’augmenter l’affinité pour les effecteurs. La stimulation par un agoniste 
(hormones, neurotransmetteurs, facteurs de croissance) déclenche une cascade d’événements 
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Il est important de signaler que pour l’étude des mécanismes d’activation des PKCs, il 
existe un activateur chimique privilégié et couramment utilisé : « les esters de phorbols ». En 
effet, la PKC a été identifiée comme le récepteur intracellulaire privilégié de ces molécules. 
Ainsi, le phorbol 12-myristate-13-acétate (PMA) et le 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate 
(TPA) sont des analogues du DAG : ils peuvent se substituer à cette molécule et activer les 
PKCs in vitro et in vivo (Castagna et al., 1982). Ils sont métabolisés très lentement dans la 
cellule et induisent une activation prolongée des PKCs. Cependant, les PKCs ne sont pas les 
seuls récepteurs des esters de phorbol et tous leurs effets ne transitent pas uniquement par les 
PKCs.  
 


















Figure 15 : voie de la phospholipase C 
 
 
L’activation de la phospholipase C (via un stimulus extérieur) entraîne le clivage de 




















vers la membrane plasmique au niveau de récepteurs spécifiques : les protéines RACKS 
(Receptor for Activated C Kinase) (Mochly et al., 1991).  
 
Tous les effecteurs sont alors réunis pour l’activation : Ca2+, PS, DAG (figure 15). Ces 
interactions induisent alors un changement de conformation libérant le pseudo-substrat et 
permettant l’accès au substrat. Il s’agit là de l’activation réversible. 
L’activation irréversible consiste, quant à elle, en une coupure par les calpaïnes (ou plus 
rarement les caspases) dans la région charnière V3, donnant naissance à un fragment de        
45 kDa nommé PKM, qui a par ailleurs une activité kinase constitutive, indépendante des 
effecteurs, et dont les substrats seraient des protéines cytosquelettiques ou nucléaires (figure 
16).  
Une stimulation prolongée par un agoniste conduit inéluctablement  à la « down-regulation » 
de la PKCα, celle ci se faisant via des ubiquitinations et une dégradation par le protéasome 
(Lu et al., 1998). En outre, certaines molécules peuvent jouer le rôle d’inhibiteur de PKC 
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IV - LES PROTEINES D’ANCRAGE 
 
En réponse à son activation, les PKCs transloquent vers la membrane plasmique. A ce 
niveau, plusieurs protéines ont été caractérisées comme protéine d’ancrage, parmi lesquelles 
RACK (Receptor For Activited C Kinase), capable de fixer les PKCs sous leurs formes 
actives uniquement. Celle-ci sert à stabiliser la PKC et ainsi augmenter son activité 
enzymatique (Csukai M. et al., 1997), en effet cette liaison favoriserait l’accessibilité du 
substrat.  
Par opposition au RACK, on trouve les RICK (Receptor For Inacive C Kinase 
isoenzymes), parmi celles-ci, l'AKAP (A kinase Anchoring Protein) a la particularité de se 
fixer à la fois aux structures subcellulaires et au domaine régulateur de la PKC. Son rôle serait 
différent de RACK, en effet elle pourrait déphosphoryler la  PKC et donc l’inactiver (Mochly 
Rosen D. et al., 1991).  
 
 
V - LES SUBSTRATS DES PKCs   
 
Le nombre de protéines substrats des PKCs est très élevé (une centaine), ce qui 
explique un manque de sélectivité de l’enzyme. 
 La plekstrine se trouvant uniquement dans les cellules hématopoïétique peut être 
phosphorylée par toutes les isoformes (Brumell J.H. et al., 1997). 
La ribonucléoprotéine A1 est phosphorylée par la PKC ζ mais pas par les autres isoenzymes 
(Municio M. et al., 1995). Les protéines du cytosquelette taline, vinculine, MARCKS, et plus 
récemment l'intégrine β1 sont identifiées comme substrats de la PKCα. Par ailleurs des 
enzymes, protéines nucléaires, facteurs de transcription et  récepteurs sont également substrats 
des PKCs (phospholipase C et D, laminine, myogénine, récepteur à l’insuline,…). 
 En fait, le domaine régulateur spécifique pour chaque groupe est responsable de la spécificité 
de chaque isoforme vis-à-vis du substrat. Malgré ces différences, il est cependant clair que la 
spécificité du substrat est assez faible suggérant ainsi qu'il existe d’autres mécanismes pour 





spécifique du type cellulaire et des activateurs variables. Les protéines d’ancrage permettant à 
la PKC d’atteindre le substrat approprié sont un autre élément d’explication.  
 
 
En aparté : la protéine MARCKS, un substrat privilégié des PKCs 
 
La protéine MARCKS (Myristoylated Alanine Rich C Kinase Substrate) est un 
substrat ubiquitaire de la PKC dans toutes les cellules, elle est phosphorylable par toutes les 
isoformes à l’exception de la PKC ζ (Uberall F. et al., 1997).  Il s’agit d’un polypeptide de    
30 kDa qui sur gel de polyacrylamide, en conditions dénaturantes, présente une masse 
moléculaire estimée à 80 kDa en raison de sa forme en bâtonnet (Blackshear PJ, 1993) ; son 
point isoélectrique est : pHi = 4,3. 
 
 Il s’agit d’une protéine essentielle intervenant dans la coordination d'événements de 
signalisation entre la membrane et le cytosquelette comme l'adhésion cellulaire, la migration, 
la fusion, la sécrétion et la phagocytose, mais aussi dans la cancérisation (Manenti et al., 
1997) et l’apoptose (Schmitz et al., 1998), ceci dans divers types cellulaires. 
 
On trouve trois régions conservées : la région N-terminale comportant un groupe 
myristyl, lui donnant ainsi la possibilité de s’ancrer dans la bicouche phospholipidique par  
interactions hydrophobes ; un domaine MH2 qui servirait d’ancrage pour la fixation de 
l’actine. Mais la caractéristique structurale la plus marquante de la MARCKS est un domaine 
effecteur basique central aussi appelé “ Phosphorylation Site Domain ” (PSD) liant l’actine, la 
Ca2+-calmoduline et les phospholipides acides, notamment le PIP2 (Sundaram et al., 2004). 
 
La phosphorylation de certains résidus sérine dans le domaine effecteur par la PKC 
empêche ces interactions. Ainsi la MARCKS a souvent été utilisée comme marqueur 
d’activité intracellulaire de la PKC, en effet la MARCKS non phosphorilée est membranaire 
et la MARCKS phosphorylée est cytosolique (Dulong et al., 2004). Ce processus est 
réversible puisque dans le cytoplasme, la protéine MARCKS peut être déphosphorylée par des 
phosphatases (Phosphatase 1A et 2A et calcineurine) (Seki et al., 1995). En outre, 
l’interaction de la MARCKS avec la membrane peut également être neutralisée par une 





















Figure 17 : A. Représentation schématique de la MARCKS en interaction avec la 
membrane (jaune : myristylation, bleu : charges positives, vert : résidus polaires, rouge : 
phospholipides négatifs). B. Image structurale du PSD en interaction avec la membrane.  














LA  MYOGENESE 
 
  
Le phénomène de différenciation myogénique est le mécanisme par lequel les 
myoblastes (cellules fusiformes mononucléées) fusionnent pour donner naissance à des 
myotubes (cellules multinucléées) qui formeront plus tard les fibres musculaires (figure 18). 
La myogenèse consiste en l'élaboration de trois tissus très différenciés, composés pour chacun 
de cellules musculaires lisses, cardiaques et squelettiques. Elle prend place au cours du 
développement embryonnaire et en particulier à la suite de la somitogenèse, par spécification 
des cellules du myotome. A l'âge adulte, la différenciation de cellules souches myogéniques 
en périphérie des tissus musculaires, les cellules satellites, est à l'origine de la régénération de 
la masse musculaire. 
Les travaux étudiant ce phénomène utilisent comme modèle expérimental la culture  in 
vitro de myoblastes, soit isolés à partir de muscles embryonnaires ou adultes, soit des 
myoblastes transformés en lignée cellulaire. Le phénomène de fusion myoblastique est 
dépendant comme pour la plupart des processus de formation tissulaire, de différents types de 
facteurs.  
 
I – LES FACTEURS REGULATEURS DE LA TRANSCRIPTION 
DES GENES 
 
Les facteurs de transcription myogéniques sont appelés les MRFs (Myogenic 
Regulator Factors). Ils sont au nombre de quatre : MyoD (ou Myf3), Myf5, myogénine (ou 
Myf1) et MRF4 (Myf6 ou herculine) (figure 18). De plus, il a été identifié un grand nombre 
de facteurs positifs ou négatifs se fixant soit au niveau des facteurs eux-mêmes, soit au niveau 

























Figure 18 : Principaux événements et facteurs régulateurs impliqués dans le 
développement musculaire (Ludolph et Konieczny, 1995) 
 
 
II – LES FACTEURS PROTEIQUES 
 
Lors de la myogenèse, le cytosquelette est impliqué dans des fonctions qui concernent 
l'activité motile, il participe à des fonctions de compartimentation en étroite interaction avec 
les structures membranaires et la matrice extra-cellulaire. Sa réorganisation (cycle cellulaire, 
différenciation, adhésion et mobilité cellulaire) engage la mise en place ou le démantèlement 
de structures d’ancrage et des modifications morphologiques spectaculaires de la cellule. 
Cette dynamique suppose la rupture d'interactions non covalentes et le clivage protéolytique 
des protéines qui stabilisent les réseaux et les faisceaux de µ-filaments d'actine.  
 
Des protéines effectrices (gelsoline,…) activent les processus de dépolymérisation et 
de reconstruction, tandis que les calpaïnes clivent les protéines d'ancrage et de réticulation. 


































et les petites protéines G. Les calpaïnes initialement localisées dans le cytosol (complexes 
inhibiteur-enzyme) se positionnent selon le stade cellulaire au niveau du cytosquelette, sous la 
membrane ou dans le noyau, à proximité de cibles spécifiques (Raynaud et al., 2003 ; 2004). 
Ces mouvements sont fortement modulés par les flux de calcium (un flux de calcium 
important a notamment été mis en évidence avant la fusion (David et al., 1981)) qui 
conditionnent parallèlement la dynamique de l'actine et les processus de fragmentation et 
d'élongation des µ-filaments. Un autre argument est l'implication des calpaïnes dans la 
dégradation d'un grand nombre de protéines présentes dans les plaques d'adhésion et les 
jonctions cellulaires (structures impliquées dans l'interaction cellule/matrice extracellulaire et 
cellule/cellule) (Carragher et al., 2001). Les calpaïnes semblent fortement impliquées dans 
ces phénomènes.  L'utilisation d'inhibiteurs de cystéines-protéases (Barnoy et al., 1998) ou de 
la calpastatine (Temm-Grove et al., 1999) a d'ailleurs confirmé cette hypothèse.  
 
Deux protéines membranaires sont impliquées dans les interactions cellules/cellules : 
les N-cadhérines et les N-CAM. Elles vont jouer un rôle prépondérant dans la reconnaissance 
et la fusion membranaire. D'autres protéines, membranaires également, vont jouer un rôle plus 
tardif dans la fusion. C'est le cas des protéines des GAP jonctions qui vont favoriser les 
communications intercytoplasmiques, ou des intégrines qui par la perte d'interactions avec le 
cytosquelette au niveau des plaques d'adhésion, vont favoriser la réorganisation  de celui-ci. 
Cette augmentation de la fluidité membranaire va permettre la fusion des bicouches lipidiques 
et le mélange des cytoplasmes. Par la suite l'expression de gènes myogéniques, la migration 
des noyaux en périphérie et l'organisation de l'appareil contractile et cytosquelettique vont 
constituer les phases terminales de la fusion.  
La Rho-GTPase va phosphoryler la paxiline et la FAK (focal adhesion kinase), 
coïncidant avec le début de la différenciation. Elle va d'autre part activer l'expression des 
MRFs, au même titre que la phosphatidyl inositol 3 kinase (PI3K).  
Une autre conséquence du flux de calcium, associé à la formation de seconds 
messagers comme le DAG, serait l’activation de la PKC qui ainsi va phosphoryler plusieurs 
substrats comme la taline, la vinculine mais aussi la myogénine empêchant celle-ci de se fixer 









III - LES ACTEURS DE LA PROTEOLYSE CALCIUM-
DEPENDANTE ET DE LA DIFFERENCIATION MUSCULAIRE : 
ETUDES MENEES AU LABORATOIRE 
 
 
Les études récentes menées au laboratoire ont montré que les calpaïnes sont 
particulièrement impliquées dans les phénomènes de migration et d'adhésion des myoblastes. 
En effet, l'ajout au milieu de culture d'inhibiteurs chimiques des calpaïnes tels que la 
calpeptine entraîne une inhibition importante de la migration des myoblastes (Dedieu et al., 
2004). La surexpression de manière stable de l'inhibiteur endogène des calpaïnes, la 
calpastatine, a pour conséquence une inhibition quasi-totale de l'activité migratrice des 
myoblastes. Par ailleurs, l'utilisation d'antisens dirigés contre la µ- ou la m-calpaïne 
confirment que les deux isoformes jouent un rôle dans les phénomènes de migration (Dedieu 
et al., 2003). 
L'utilisation d'inhibiteurs chimiques des calpaïnes, de clones surexprimant la 
calpastatine, et de traitements antisens dirigés contre la µ- et la m-calpaïne ont très clairement 
mis en évidence que le système protéolytique calcium-dépendant était également impliqué 
dans les phénomènes d'adhésion des cellules myogéniques et que les deux isoformes jouent 
un rôle dans ces phénomènes. Les calpaïnes interviendraient dans l'adhésion et la migration 
des myoblastes, directement via leurs substrats et indirectement via le cytosquelette d'actine ; 
les microtubules ne semblent cependant pas impliqués dans ces phénomènes (Mazères et al., 
2006). 
 
La μ-calpaïne est également impliquée dans la fusion des myoblastes, en effet, sa sur-
expression entraîne la diminution du taux d'expression des protéines ezrine, vimentine et 
cavéoline-3 ainsi qu'une profonde désorganisation du cytosquelette (Moyen et al., 2004). Un 
traitement antisens dirigé contre la p94 entraîne pour sa part de fortes perturbations dans 
l'ultra-structure cytosquelettique des myotubes (Poussard et al.,1996). 
 
La protéine MARCKS qui est impliquée dans la stabilisation du cytosquelette, lors de la 
différenciation cellulaire, a été identifiée comme substrat des calpaïnes dans la lignée C2C12, 





De plus, l'utilisation d'antisens dirigés contre la protéine MARCKS engendre une 
augmentation très significative de la fusion. Au contraire, une augmentation de l'expression de 
cette protéine entraîne une inhibition du processus de fusion. La protéolyse de MARCKS 
serait donc nécessaire à la fusion des myoblastes (Dulong et al., 2004). Par ailleurs, le rôle 
protéolytique des calpaïnes sur la PKCα a également été mis en évidence au cours de la 
fusion des myoblastes (Aragon et al., 2002). 
 
 
Dans la continuité des travaux précédents, nous nous sommes efforcés de mieux 
comprendre l’implication des calpaïnes au cours de la myogenèse via leurs actions sur la 
PKCα et MARCKS, et ceci plus précisément au niveau des caveolae. 
 
 








I - CULTURES CELLULAIRES 
 
Le modèle biologique utilisé est la lignée de cellules musculaires C2C12. Il s’agit d’un 
sous-clone de la lignée de myoblastes de souris établie par Yaffe et Saxel en 1977. Ces 
cellules ont été obtenues à partir de muscles de pattes arrières de souris adultes C3H. Cette 
lignée présente toutes les caractéristiques nécessaires à l'étude de la myogenèse, à savoir une 
fusion relativement rapide conduisant à la formation de myotubes et exprimant l'ensemble des 
protéines spécifiques du muscle. 
 
I - 1) Milieux de culture 
 
Les myoblastes sont cultivés en conditions stériles dans du DMEM riche en glucose 
(Dulbecco's Modified Eagle Medium), (GIBCO-BRL) glucose 4,5 g/L, pyruvate de sodium 
110 mg/L, L-glutamine 580 mg/L additionné de pénicyline/streptomycine 50 mg/L et           
L-Glutamine 1 mM (GIBCO-BRL).  
 
I - 2) Prolifération 
 
Les myoblastes sont ensemencés à raison de 3000 cellules/cm² dans des flasques de  
75 cm² avec du milieu DMEM 90 % complémenté par du sérum de veaux fœtal (SVF) 10 % 
(sérum utilisé pour sa richesse en facteurs de croissance prolifératifs). Les cellules sont alors 
incubées à 37°C dans une atmosphère humide et saturée en CO2 (5 %). Lorsque les 
myoblastes ont atteint 80 % de confluence, les flasques sont rincées avec du PBS et les 
cellules décollées de leurs supports par ajout de 2 ml de trypsine (trypsine 0,25 % (v/v), ESA 
0,03 % (v/v)) durant 5 min à 37 °C. 
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L'action de la trypsine est ensuite stoppée par addition de 2 ml de milieu DMEM 90 % 
contenant du SVF 10 %. Les cellules sont alors dénombrées et centrifugées durant 10 min à    
1 000 g. 
Le culot cellulaire est repris dans du milieu de prolifération pour un nouvel ensemencement 
ou dans du milieu de congélation (DMEM 50 %, SVF 40 %, DMSO 10 %) et placé en vapeur 
d'azote liquide pour la conservation. 
 
I - 3) Différenciation 
 
Lorsque les cellules ont atteint 80 % de confluence, le milieu de prolifération est 
remplacé par du milieu de différenciation (DMEM 98 %, sérum de cheval (GIBCO-BRL)      
2 %) qui contient moins d'agents prolifératifs. Le milieu est renouvelé tous les trois jours.  
 
I - 4) Conservation des cellules 
 
 Lorsque le stade de différenciation désiré est atteint, les boîtes sont rincées avec du 
tampon PBS froid, pour l'analyse par électrophorèse des protéines. Les boîtes sont ensuite 
congelées dans l'azote liquide et conservées à - 20°C. Pour la fixation, après rinçage avec du 
PBS froid, les cellules sont fixées par une incubation de 15 min dans du paraformaldéhyde  
(4 % (p/v)). Les cellules sont conservées soit dans du PBS pour une révélation 
immunochimique, soit dans de l'éthanol (70°) pour la quantification de la fusion. 
 
I - 5) Extraction des protéines 
 
Au stade de différenciation voulu, les cellules sont homogénéisées dans du tampon 
PBS (NaCl 137 mM ; KCl 2,68 mM ; Na2HPO4  1,8 mM pH 7,5) additionné d’EGTA (5 
mM), de DTT (0,5 mM), de NaN3 (1 mM), de leupeptine (10 μg/mL), de benzamidine (10 
mM) et de PMSF (1 mM). Le mélange est soniqué 3 fois 5 secondes et la concentration 
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I - 6) Traitement des cultures 
 
A) Calpastatine peptide (CS-peptide) 
 
Il s’agit d’un peptide synthétique de 27 résidus. La séquence primaire de ce peptide est 
acétyl-DPMSSTYIEELGKREVTIPPKYRELLA-NH2 correspondant au segment inhibiteur 
du domaine I de la calpastatine humaine (CALBIOCHEM). Il a un effet sur les calpaïnes 
ubiquitaires exclusivement et est capable de traverser les membranes cellulaires (Eto et al., 
1995). Il est ajouté au milieu de culture au stade choisi à une concentration finale de 10 µM. 
L’incubation est réalisée durant une heure. 
 
  B) Gö 6976 
 
Le Gö 6976 (ALEXIS BIOCHEMICALS) est un inhibiteur des PKCα, β et γ (Martiny-
Baron et al., 1993). 
Le traitement est réalisé au stade de culture choisi. Le Gö 6976 est dilué dans du DMSO et 
ajouté au milieu de culture à une concentration finale de 100 nM. Le traitement est arrêté 
après une heure d’incubation. 
 
C) Ionophore à calcium A23187 
 
Ce ionophore (Sigma), transporteur d’ions divalents tels que le Ca2+, est utilisé pour 
augmenter la quantité de calcium intracellulaire et ainsi activer entre autres les protéases 
calcium-dépendantes. Dilué dans du DMSO, il est rajouté à une concentration de 1 µM dans 
le milieu de culture pendant 1 heure. 
 
D) Ester de phorbol (PMA) 
 
Le phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) (SIGMA) est un analogue du D.A.G. 
capable de stimuler l’activité des PKC conventionnelles et des PKC nouvelles. 
Le PMA est dilué dans du DMSO et ajouté au milieu de culture à une concentration finale de 
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  E) Mévinoline 
 
La mévinoline (ou lovastatine) est un inhibiteur de la HMG-CoA réductase, elle 
empêche la formation de mévalonate à partir de HMG-CoA, inhibant ainsi la biosynthèse du 
cholestérol. Les cellules sont cultivées à partir du jour 3 de différenciation en présence de 
mévinoline 4 μM, le sérum de cheval est remplacé par un milieu sans lipide mais contenant de 
la BSA 1 % (p/v) et de l’insuline 5 μg/mL. Ce traitement engendre une diminution du 
cholestérol cellulaire en moyenne de 35 % (Chamberlain et al., 2001). 
 
F) Les transfections antisens  
 
Un oligonucléotide antisens est complémentaire de la séquence d'un ARNm cible. Il 
peut donc se fixer de manière spécifique à celui-ci et ainsi en empêcher la traduction. Cette 
fixation des antisens sur les ARNm permet également l'action de la RnaseH qui dégrade les 
hybrides ADN/ARN. Il peut aussi se fixer à l'ADN, sur la séquence dont il est 
complémentaire et ainsi en bloquer la transcription. Ainsi la technique des traitements 
antisens permet d'obtenir une inhibition de la protéine cible, dans notre cas de la m-calpaïne. 
 
Choix des séquences des oligonucléotides antisens  
 
Les oligonucléotides purifiés sont fournis par Sigma et ont été choisis de manière à être 
suffisamment courts pour pénétrer les cellules et assez longs pour être spécifiques des 
séquences ciblées, c'est à dire entre 17 et 25 bases (Varga et al., 1999). Les deux nucléotides 
en 5' et 3' ont été modifiés d'une structure phosphodiester en structure phosphorothioate ; ceci 
leur conférant une résistance aux nucléases (Monia et al., 1999 ; Zong, 1995). La spécificité 
de chacun des oligonucléotides a été vérifiée grâce aux bases de données de GenBank et au 
logiciel OligoV2, ils ne présentent ni auto-hybridation, ni de complémentarité avec des gènes 
autres que ceux ciblés. De plus chaque séquence est composée d'une majorité de bases 
pyrimidiques ce qui leur confère une force d'hybridation plus forte avec les ARNm cibles. 
Afin d'obtenir une inhibition maximale de la traduction des protéines ciblées nous avons 










Pour chaque antisens une séquence random a été établie, possédant la même composition en 
bases que la séquence antisens mais ne présentant pas de complémentarité avec les gènes 
répertoriés dans GenBank.  
Les cellules sont transfectées avec des oligonucléotides antisens ou random. Ces transfections 
sont réalisées en utilisant un lipide carrier, l'Oligofectamine Reagent (invitrogen). 
L'Oligofectamine Reagent est mis à incuber pendant 5 min dans du DMEM sans sérum à 
raison de 0.5 µL/cm². Les oligonucléotides sont ajoutés à ce mélange à une concentration de 
300 nM. Cette solution est mise à incuber une seconde fois pour une durée de 15 min 
permettant au lipide carrier de s'associer aux oligonucléotides. Pendant ce temps, les cellules 
sont rincées puis placées dans du DMEM. Le mélange transfectionnel est alors appliqué sur 
les cellules pour une durée de 4 heures. Un volume de DMEM + 6 % HS, nécessaire au 
rétablissement d'une concentration en sérum de 2 %, est ensuite ajouté.  
 
Séquence AS m-calpaïne : 5' ATG CGA CCC CAG CCC CTC GCG 3'  
Séquence AS Random m-calpaïne :  5' ATC CCC GCA CCC CAG GCG GTC 3'  
Les bases soulignées sont modifiées phosphorothioates.  
 
I - 7) Révélation immunochimique 
 
 
Les cellules sont cultivées sur des lamelles de verres (Polylabo) préalablement 
gélatinées (gélatine Gibco 1 % (p/v) H2O). Une fois la culture effectuée, les cellules sont 
fixées au PAF (4 % (p/v)) pendant 15 min. Après fixation des cellules, les différentes 
protéines cibles vont être révélées en fluorescence. 
Pour ce faire, les cellules sont perméabilisées par une incubation de 5 min dans du PBS 
additionné de Triton X-100 (1 %) si l'antigène ciblé est intracellulaire. Après saturation durant 
15 min des sites aspécifiques par du PBS contenant de la BSA (3 % (p/v)), les cellules sont 
incubées durant 4 heures en présence des anticorps primaires à une dilution de 1/150 dans du 





Résultats & Discussions 
54 
 
Suite à trois rinçages successifs au PBS, une incubation des cellules est réalisée durant 1 
heure à l'abri de la lumière en présence de l'anticorps secondaire marqué avec de 
l'isothiocyanate de fluorescéine ou de la rhodamine dilué au 1/200 dans du PBS additionné de 
BSA 1% (p/v). Toutes ces opérations sont réalisées sous agitation et à température ambiante. 
Après trois rinçages au PBS les cellules sont placées sur lame de verre dans du PBS-glycérol 
(v/v). L’observation des marquages fluorescents s’effectue à l’aide d’un microscope confocal 
(Olympus) couplé à un logiciel d’acquisition des images (Fluoview).  
 
I - 8)  Quantification de la fusion des myoblastes 
 
La fusion des myoblastes peut être exprimée par un pourcentage de fusion.  
 
Fixation et coloration des cellules 
 
A différents temps de culture, les cellules sont fixées avec du PAF (4 % (p/v)) pendant 
15 min après avoir été rincées deux fois avec du PBS (NaCl 0,137 M ; KCl 2,68 M ; Na2HPO4 
4 mM et KH2PO4 1,76 mM (Sigma)). Après deux nouveaux rinçages, les cellules sont 
conservées 12 heures à 4°C dans de l’éthanol 70 %. 
La coloration des noyaux se fait à l’hémalun de Hansen (hématoxyline 10 mM, alun de 
potassium 260 mM et KMnO4 4 mM) (Balcerzak et al., 1995). Après fixation, les cellules 
sont rincées à l’eau distillée et incubées 8 min en présence du colorant. Après trois nouveaux 
lavages à l’eau distillée, les cellules sont montées sous lamelle de verre dans du PBS 
additionné de glycérol (10% (v/v)). 
 
Evaluation du pourcentage de fusion 
 
Les noyaux présents dans les myoblastes et les myotubes (contenant au minimum trois 
noyaux) sont dénombrés à l’aide d’un microscope inversé (grossissement X200). Ce 
comptage donne accès au pourcentage de fusion défini par le rapport : 
 
 




Nombre de noyaux présents dans les myotubes 
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Le pourcentage de fusion est établi par l’analyse de deux boîtes provenant de trois 
cultures différentes. Douze champs, choisis de façon arbitraire, sont comptés pour chaque 
boîte, ce qui représente une surface d’environ 6 mm2 et un nombre total d’environ 3000 
noyaux. 
 
II - ACTIVITE PROTEOLYTIQUE DES CALPAÏNES 
 
II - 1) Quantification de la fluorescence des peptides libérés 
 
La mesure de l’activité calpaïne est basée sur la méthode de Wolfe et al. (1989). Cette 
méthode permet de mesurer l’activité d’hydrolyse de la caséine marquée par l’isothiocyanate 
de fluorescéine (FITC). Les fractions 3 et 10 obtenues après fractionnement sur gradient de 
sucrose sont incubées durant 30 min à 25°C en présence de caséine-FITC (2,7 mg/mL) et de 
calcium (activité protéolytique totale) ou d’EGTA (activité protéolytique non calcium-
dépendante). La différence entre les deux activités représente l’activité calcium-dépendante. 
Chaque essai contient 50 μL de fraction, 50 μL de substrat et 25 μL de CaCl2 (25 mM) ou 
d’EGTA (2 mM). 
Après incubation la réaction est arrêtée en présence de 125 μL de solution contenant de 
l’acide trichloroacétique (5 % (p/v)) et du triton X 100 (0,01 % (v/v)). 
Après une centrifugation de 10 min à 3000 g à 4°C, 200 μL de surnageant sont recueillis et 
mélangés à 800 μL de tampon phosphate Na2HPO4 (0,3 mM). 
La fluorescence des peptides marqués, non précipités, est quantifiée à l’aide d’un 
spectrofluorimètre (SHIMADZU type RF-551 S) à une longueur d’onde d’excitation de      
495 nm et d’émission de 518 nm. 
  
II - 2) Aspect qualitatif par zymogramme 
 
Le zymogramme est réalisé selon la technique décrite par Arthur et Mykles (2000). Il 
s’agit de gels  de polyacrylamide, réalisés en conditions non dénaturantes, où de la caséine-
FITC (10 mg/mL) est ajoutée au gel de séparation. 
Les fractions 3 et 10 obtenues après fractionnement sur gradient de sucrose sont testées pour 
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migrent en conditions non dénaturantes et en présence d’EDTA (5 mM). Après avoir enlevés 
les gels de l’EDTA, ils sont incubés une nuit dans trois bains successifs (10 mM de DTT) 
contenant 2 mM de Ca2+ ou 10 mM d’EDTA. Les gels sont alors observés sous UV. Deux 
contrôles sont réalisés à partir de µ- et de m-calpaïnes purifiés provenant de muscle 
squelettique de lapin (Garret et al., 1988) 
 
III – EXTRACTION ET PURIFICATION DES CAVEOLAE 
 
 La méthode utilisée est issue des travaux de Meacci et al., 2000. La séparation se fait 
suivant le principe de la flottation qui est une des techniques de séparation par 
ultracentrifugation, celle-ci se faisant sur gradient de sucrose. Les particules migrent en 
fonction de leurs coefficients de sédimentation et s’arrêtent sur la couche du gradient 
correspondant à leur densité. Les macromolécules déposées au fond du tube se déplacent dans 
le sens opposé à celui de la force centrifuge. Les caveolae, de par leurs compositions 
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III - 1) Préparation du lysat 
 
Lorsque les cellules ont atteint le stade désiré (dans notre cas, toutes les études de co-
fractionnement ont été réalisées aux jours 6 et 7 de différenciation), elles sont rincées avec du 
PBS puis récupérées par "grattage" dans du tampon HEPES (Hepes 10 mM pH 7,4 ; MgCl2    
1 mM ; DTT 1 mM ; NaN3 5 mM) additionné d'inhibiteurs de protéases (PMSF 1 mM, 
leupeptine 10 μg/mL, benzamidine 10 mM, ovomucoïde 100 mg/L) et sacccharose 250 mM 
(tampon I). La suspension cellulaire est alors centrifugée à 1000 g pendant 5 min, remise en 
suspension dans 600 μL du même milieu avant d’être lysée à l’aide d’un potter (120 coups). 
Le lysat obtenu est ajusté à une concentration de 45 % de saccharose, l'ensemble constituant 
la couche inférieure du gradient. 
 
III - 2) Préparation du gradient de saccharose 
 
 Les tubes d'ultracentrifugation sont pré-remplis par trois couches à trois concentrations 
différentes en saccharose : 45, 43, et 5 %. 
D’après l’I.T.C. (International Critical Tables), les différents pourcentages sont obtenus à 
partir d’une solution mère de saccharose à 66 % (85,5 g de saccharose dans 49,5 mL de 
tampon HEPES) (p/p). 
La couche de 45 % est obtenue par addition de 1,317 mL de solution (préalablement préparée) 
à 58 % et de 565 μL de lysat (250 mM de saccharose) ; les couches de 43 % (1,88 mL) et de  
5 % (1,25 mL) sont obtenues par addition respective de 6 mL et 0,5 mL de solution mère à     
4 mL et 9,5 mL de tampon HEPES. 
 
III - 3) Ultracentrifugation 
 
 Après avoir déposé les couches du gradient à l’aide d’une seringue (en prenant la plus 
grande précaution de ne pas perturber les interfaces) en commençant par celle dont le 
pourcentage est le plus faible, les tubes sont centrifugés à 200 000 g pendant 17 heures à 4°C 
(Optima Max Ultracentrifuge, BECKMAN, MLS-50 rotor). 
Dix fractions de 500 μL sont alors récupérées pour les analyses ultérieures. 
 
 




IV – PURIFICATION PAR CULOTTAGE 
 
 Après l’ultracentrifugation à 200 000 g, la fraction 3 (contenant les caveolae) est 
récupérée puis diluée 3 fois dans du tampon HEPES. L’ensemble est centrifugé à  
40 000 g pendant 1 heure à 4°C (Optima Max Ultracentrifuge, BECKMAN, TLA-110 rotor). 
Le culot est récupéré et solubilisé dans une solution dénaturante puis chauffé à 90°C pendant  
2 min. 
Le surnageant est précipité au TCA 10 % (p/v) afin de le concentrer. Après homogénéisation, 
l’ensemble est incubé 30 min dans la glace puis centrifugé pendant 15 min à 10 000 g. Le 
culot contenant les protéines est récupéré, lavé avec de l’acétone (-20°C). Après évaporation 
au speedvac durant 5 min, le culot est repris dans une solution dénaturante et chauffé 2 min à 
90°C. Les échantillons sont ensuite déposés sur gel de polyacrylamide. 
 
 
V – IMMUNOPRECIPITATION MAGNETIQUE 
  
Les expériences d'immunoprécipation sont réalisées à l’aide du kit « µMACS protein 
G microbeads » (MACS). La protéine G est un composant de la paroi cellulaire de 
Streptococcus sp. qui se lie avec une grande affinité à la plupart des anticorps, et spécialement 
les immunoglobulines G (IgG). Cela permet la formation de complexes multimériques entre 
antigènes, anticorps et la protéine G fusionnée à une microbille magnétique. Les anticorps 
primaires utilisés dans ces expériences sont l’anticorps anti-cavéoline-3 et des anticorps anti-
IgG non immuns. 
Le lysat obtenu après pottérisation ou la fraction 3 obtenue après ultracentrifugation 
sont mélangés à 2 µg d’anticorps anti-cavéoline-3 et 50 µL de protéine G. Le lysat est ainsi 
incubé sous agitation rotative pendant  20 min à température ambiante et 10 min dans la glace.  
En parallèle du tampon de charge 1X pH 6,8 (50 mM Tris-HCl, SDS 1 % (p/v), bleu 
de bromophénol 0,01 % (p/v), glycérol 30 %, 2-mercaptoéthanol (2-ME) 2 %) est mis à 
chauffer à 95°C. Les micro-colonnes fournies sont placées sur l’aimant puis rincées une fois 
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L’ensemble est rincé 6 fois avec 200 µL de tampon I puis les microbilles sont éluées avec    
50 µL de tampon de charge. Les échantillons sont ensuite analysés par Western Blot. 
 
VI – TRAITEMENTS 
 
VI - 1) Par la m-calpaïne exogène  
 
La m-calpaïne est purifiée au laboratoire selon la méthode décrite par Garret et al. 
(1988). Les fractions cavéolaires sont incubées à 30°C avec de la m-calpaïne purifiée selon un 
rapport 1/500 pendant 5 min. La réaction est déclenchée par addition de CaCl2 (concentration 
finale : 1,5 mM). Celle-ci est ensuite arrêtée  par addition d’une solution dénaturante (tris-Hcl 
pH=6.8, SDS 1%, glycerol 30 %, bleu de bromophenol 0,01 %, 2-mercaptoethanol 0,02 %) et 
incubation durant 2 min à 100°C. L'analyse se fait ensuite sur gel de polyacrylamide. 
 
VI - 2) Par le carbonate de sodium 
 
Après ultracentrifugation, la fraction 3 est récupérée et incubée dans 0,2 M Na2CO3,  
pH=11,5 pendant 30 min à 0°C. Les échantillons sont alors soumis à une centrifugation à 40 
000 g  pendant 1 heure à 4°C (Optima Max Ultracentrifuge, BECKMAN, TLA-110 rotor). Le 
culot est récupéré et solubilisé dans une solution dénaturante puis chauffé à 90°C pendant      
2 min. 
 
VI - 3) Par la protéinase K, le déoxycholate de sodium 
 
Les fractions cavéolaires sont incubées à 37°C pendant 20 min en présence de 
protéinase K (0,5 μg/mL) (Sigma) ou de déoxycholate de sodium (0,1 %) (Sigma) ou des 
deux traitements chimiques. Après l'incubation, la réaction est arrêtée avec du PMSF (1mM), 
lequel inhibe la protéinase K. Les échantillons sont alors soumis à une centrifugation à         
40 000 g  pendant 1 heure à 4°C (Optima Max Ultracentrifuge, BECKMAN, TLA-110 rotor). 
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VII - SEPARATION ELECTROPHORETIQUE DES PROTEINES SUR 
GEL DE POLYACRYLAMIDE 
 
Les électrophorèses sont réalisées en conditions dénaturantes selon la technique 
décrite par LAEMMLI (1970). 
Les gels de séparation sont en fait constitués de deux gels : 
- le gel de concentration est un gel à 4 % (p/v) d’acrylamide avec un rapport 
acrylamide/bisacrylamide de 37,5/1 dans lequel sont aménagés les puits qui vont servir au 
dépôt des échantillons protéiques ; 
- le gel de résolution est un gel à 10 % (p/v) d’acrylamide dans lequel les protéines 
vont être séparées en fonction de leurs masses moléculaires. 
La séparation a lieu dans un tampon de migration (Tris-HCl 25 mM pH=8,6, Glycine          
192 mM, SDS 0,1 % (p/v)). 
Avant les dépôts, les échantillons sont dénaturés et réduits en présence de SDS à 4 % (p/v) et 
de 2-mercaptoéthanol à 9 % (v/v). Ce tampon contient aussi du glycérol afin d'augmenter la 
densité de l'échantillon et du bleu de bromophénol qui permet de suivre le front de migration. 
Les échantillons sont chauffés à 100°C durant 2 min pour parfaire la dénaturation. 
La migration simultanée d’un mélange de protéines étalons (marqueurs) (Pharmacia) permet 
la détermination de la masse moléculaire des protéines analysées. La migration est réalisée à 
ampérage constant (30 mA/gel). 
 
VIII - TRANSFERT DES PROTEINES 
 
Les protéines séparées par électrophorèse sont transférées sur une membrane 
Immobilon-P (Millipore). Les membranes doivent au préalable être réhydratées (méthanol 
puis eau). 
L’électrotransfert s’effectue en milieu semi-sec dans le tampon de transfert (méthanol 15%, 
tris 0,025 M, glycine 0,192M, SDS 0,1%, eau 75%). Le champ électrique appliqué est de    
0,8 mA/cm2 pendant une durée variable fonction du poids moléculaire des protéines : 50 min 
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IX - IMMUNOREVELATION DE PROTEINES 
 
Les membranes de transfert sont réhydratées puis incubées durant 2 heures dans du 
TBS (Tris-HCl 50 mM pH=8, NaCl 138 mM, KCl 2,7 mM) contenant 5 % (p/v) de lait 
écrémé en poudre afin de saturer les sites de fixation non spécifiques. 
Après rinçage avec du TBS, les membranes sont placées 2 heures dans du TBS contenant du 
lait 1 % et l’anticorps primaire (dilution variable suivant les protéines). 
Après trois rinçages de 10 min dans le TBS, les membranes sont incubées pendant 1 heure 
dans ce même tampon mais avec du lait 1 % (p/v) et l’anticorps secondaire couplé à la 
phosphatase alcaline dilué au 1/10000, puis rincées à nouveau trois fois. 
La révélation est alors réalisée avec du tampon Tris-HCl (pH = 7,5) 100 mM contenant du 
NaCl 100 mM et du MgCl2 5 mM, auquel sont additionnés les substrats colorés de la 
phosphatase alcaline qui sont le NBT et le BCIP. La révélation est terminée par rinçage à 
l’eau distillée.  
 
X - DOSAGE DES PROTEINES 
 
X – 1) Dosage au bleu de Coomassie 
 
Ce dosage des protéines est réalisé à partir d'une méthode dérivée de celle de Bradford 
en utilisant une solution de bleu de Coomassie (Pierce). L'absorbance est lue à λ = 595 nm 
après une incubation de 5 min à température ambiante. La détermination de la concentration 
protéique est faite à partir d'une gamme étalon réalisée avec de la bovine sérum albumine 
(BSA) (Pierce) 2 mg/mL. 
 
X – 2) Dosage par la méthode de Pierce-BCA 
 
Le principe de cette méthode est basé sur la réduction de l’ion Cuivre Cu2+ en Cu+ par 
les protéines présentes dans l’échantillon. Le Cu+ réagit ensuite avec l’acide bicinchoninique 
(BCA) pour former un composé coloré (violet). L’absorbance des échantillons, incubés        
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La détermination de la concentration protéique est faite à partir d'une gamme étalon réalisée 
avec de la BSA (Pierce) 2 mg/mL. 
 
XI – QUANTIFICATION DES SIGNAUX  
 
L'intensité (unités arbitraires) de chaque bande est quantifiée au moyen d'un analyseur 
d'image : Gel Doc 2000 (BIO-RAD). Dans ce travail, la quantification des signaux sera 
exprimée en pourcentage par rapport à l'intensité de la bande la plus intense.  
 
XII –ANALYSE PROTEOMIQUE : GELS BI-DIMENTIONNELS 
 
XII – 1) Première dimension 
 
L’électrofocalisation se fait sur des gels pré-coulés de 13 cm présentant un gradient de 
pH linéaire de 3 à 10 (Amersham). Chacun de ces gels est réhydraté activement durant          
12 heures à 30 V dans une solution de réhydratation (urée 8 M, thiourée 2 M, CHAPS 4 % 
(p/v), bleu de Bromophénol 0,01 % (p/v), DTT 0,28 % (p/v), IPG-Buffer 0,5 % (v/v)) 
contenant   150 µg de protéine préalablement extraites (fraction 3 après ultracentrifugation). 
Le volume total de réhydratation doit être de 250 µL. Une migration de 5 heures 30 min est 
ensuite effectuée au moyen d'un IPGphore (Amersham). 
Celle-ci présente les caractéristiques suivantes :  
- 200 V pendant 1heure,  
- 500 V pendant 1heure,  
- 1000 V pendant 1heure,  
- 30 min en gradient de 1000 à 8000 V, 
- 2 heures à 8000 V. 
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XII – 2) Seconde dimension  
 
Les gels de première dimension doivent être équilibrés avant d'effectuer la seconde 
dimension. Ils sont baignés de manières successives pendant 15 à 30 min dans deux solutions 
composées à partir d'un tampon d’équilibration pH=8,8 (urée 6 M, tris 50 mM, glycérol 30 % 
(v/v), SDS 2 % (p/v)). La première est effectuée avec 1 % (p/v) de DTT, la seconde avec 5 % 
(p/v) d’iodoacétamide. La deuxième dimension est réalisée sur gels de polyacrylamide 12 % 
(p/v) en présence de SDS. La migration s’effectue à ampérage constant à raison de 10 mA par 
gel pendant 30 min, puis 20 mA par gel pendant 4 heures 30 min. 
 
XII – 3) Fixation et coloration des gels  
 
Les gels sont fixés à l’aide de deux solutions de fixations différentes : ils sont baignés 
tout d’abord pendant une nuit dans une solution composée d’éthanol 30 % (v/v) et d’acide 
orthophosphorique 2 % (v/v) (Sigma), puis dans de l’acide orthophosphorique à 2 % (v/v) 
deux fois 30 min. Ils sont ensuite colorés durant 72 heures au bleu de Coomassie colloïdal 
(Sigma) (acide orthophosphorique 2 % (v/v), sulfate d’ammonium 15 % (p/v), éthanol 18 %, 
bleu de Coomassie G-250 0,08 % (p/v)). 
  
XII – 4) Analyse et quantification des spots obtenus  
 
Les images des gels sont obtenues grâce au logiciel d’acquisition d’image Labscan 
(Amersham). La détection et l’analyse des spots sont effectuées à l’aide du logiciel Image 
Master Platinium (Amersham).  
 
XIII – ANALYSE PROTEOMIQUE : IDENTIFICATION DES 
SPOTS  
 
Les protéines constituant les spots d'intérêt sont soumises à une digestion trypsique, 
suivie d'une analyse MALDI-MS utilisant l'appareillage MALDI-TOF. Les masses sont 
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L'acquisition des données a été réalisée en mode manuel, les données MS/MS sont 
recherchées en comparaison des bases de données NCBI. 
 
XIV - ANALYSE STATISTIQUE 
 
Pour chaque série expérimentale et pour chaque paramètre mesuré, la moyenne 
arithmétique de chaque valeur (n = 3) est calculée. Chaque moyenne est accompagnée de son 
erreur standard (SEM). La comparaison des moyennes est effectuée par le logiciel Minitab. 
Une différence entre deux moyennes est considérée comme significative lorsqu'elle est 
associée à une probabilité p <0,05. 
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Comme nous l'avons fortement signalé en introduction, les calpaïnes sont 
impliquées dans de nombreux processus cellulaires dont la fusion des myoblastes 
(Cottin et al., 2000 ; Dourdin et al., 1997, 1999 ; Balcerzak et al., 1998). La 
caveoline-3, principale protéine de structure des caveolae dans les cellules 
musculaires, est également un élément clef dans la fusion des myoblastes et la 
formation des myotubes. Une altération des calpaïnes est à l'origine de 
nombreuses maladies humaines (diabète, maladie d’Alzheimer et dystrophies 
musculaires (Galbiati et al., 1999)) où sont également impliquées les caveolae. 
Nous avons donc émis l'hypothèse que les calpaïnes pouvaient être associées à 
ces vésicules dans les myoblastes et ainsi jouer un rôle dans la signalisation 
cellulaire médiée par les caveolae, hypothèse qui s'est avérée renforcée par la 
mise en évidence de la présence des calpaïnes au niveau des caveolae d'autres 
types cellulaires.  
Récemment, il a été démontré la localisation de la PKCα au niveau de ces 
organites, cette localisation étant associée à sa « down-régulation ». La protéine 
MARCKS, substrat privilégié des PKCα co-localise également avec ces vésicules 
spécialisées dans les cellules neuronales (Morash et al., 2000).  Par ailleurs, 
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MARCKS a récemment été classée dans la catégorie des "PIP2 raft modulating 
proteins", laquelle régulerait le cytosquelette d'actine et le trafic membranaire 
(Laux et al., 2000). En outre, sa phosphorylation par la PKCα entraîne son 
détachement de la membrane et sa dégradation partielle par les calpaïnes, ces 
événements facilitant le processus de fusion des myoblastes (Dulong et al. 
2004). 
Après avoir isolé et caractérisé les caveolae, nous avons donc identifié les 
acteurs du système protéolytique calcium-dépendant présents au niveau de ces 
vésicules, tout en confirmant la présence de la PKCα et de MARCKS. Nous avons 
par la suite réalisé une étude visant à mieux appréhender l'orientation et 
l'agencement  des protéines sus-citées par rapport à la membrane des caveolae. 
Nous avons également observé l'incidence de l’inhibition de la biosynthèse du 
cholestérol sur les relations calpaïnes/caveolae et sur la fusion des myoblastes. 
Enfin une étude protéomique sur la fraction cavéolaire des cellules musculaires a 
permis l'identification de nombreuses protéines associées à ces vésicules.  
 
Dans une seconde partie, nous avons montré que l'activation "in situ" des 
calpaïnes au niveau des caveolae induisait la protéolyse de la PKCα et la 
translocation de MARCKS vers le compartiment cytosolique. Enfin, une analyse 
protéomique différentielle à partir de gels bidimensionnels a été conduite dans 
le but d'identifier de nouveaux substrats des calpaïnes. 




Association de la m-calpaïne ainsi que deux de ses 
substrats (PKCα et MARCKS) avec les caveolae 
 
 
I – CARACTERISATION DES CAVEOLAE DANS LA LIGNEE 
C2C12 
 
I - 1) Mise en place des cavéolines au cours de la myogenèse  
 
Les cavéolines sont les marqueurs protéiques des caveolae. Une étude préliminaire 
visant à observer la mise en place des cavéolines-1 (protéine la plus abondante et ubiquitaire) 
et 3 (présente uniquement dans la cellule musculaire) apparaissait donc instructive. Cette 
étude avait également pour but de choisir un stade adéquat de la différenciation pour la 
réalisation des expériences d’isolement des caveolae à partir des myoblastes en culture. 
 
Les variations quantitatives des cavéolines sont suivies par immunorévélation au cours 
de la différenciation musculaire. Il apparaît très clairement une mise en place décalée des 
cavéolines-1 et 3 (figure 19). La cavéoline-1 apparaît la première, elle est présente de façon 
précoce, dès la prolifération, puis augmente de manière conséquente au jour 2 (73%), ensuite 
la quantité de cavéoline-1 diminue jusqu’au jour 6 pour se stabiliser (J 6 à J 10). La  
cavéoline-3 apparaît au jour 3 puis augmente linéairement jusqu'au dixième jour de culture. 
Les résultats observés, à savoir une augmentation de l'expression de la cavéoline-3 en début 
de fusion (en corrélation avec celle-ci) sont en accord avec ceux de Galbiati et al. (1999) qui  
ont montré que la cavéoline-3 est impliquée dans la différenciation des myoblastes et la 
formation des myotubes. Par ailleurs, ces résultats indiquent que, dans nos conditions 
expérimentales, les deux types de cavéolines-1 et 3 sont co-exprimées à partir du troisième 
jour de culture : nous avons choisi le jour 6 pour les expérimentations suivantes. 
 
Résultats & Discussions 
 68





















Figure 19 : Evolution quantitative de la cavéoline-1 (A) et de la cavéoline-3 (B) au 
cours de la différenciation musculaire 
Des extraits cellulaires (100 µg de protéine) à différents stades de culture sont soumis à un "SDS-PAGE" et 
transférés sur membrane d’Immobilon. L’immunorévélation est réalisée en utilisant des anticorps 
polyclonaux (Santa-Cruz) dirigés contre la cavéoline-1 (dilution 1/500) et monoclonaux dirigés contre la 
cavéoline-3 (dilution 1/250) selon la technique décrite dans le chapitre "Matériel et Méthodes". Le jour P 
correspondant à la mise en différenciation. 
A, B : Immunorévélations. 
C : Quantification par vidéo-densitométrie. 
L’intensité des signaux est exprimée en pourcentage par rapport à celle obtenue au stade le plus exprimé. 
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L'observation microscopique présentée figure 20 montre une localisation membranaire 
de la cavéoline-3, ce qui est en accord avec les résultats d'Engelman et al. (1998). D'autre part 
Volonte et al. (2003) ont montré l'importance de la cavéoline-3 dans la fusion des myoblastes. 
Nos résultats sont en adéquation avec ces données puisqu'ils montrent bien une répartition 













Figure 20 : Localisation par immunofluorescence de la protéine cavéoline-3 
 
Suite à la culture, les cellules sont fixées après 6 jours de différenciation et incubées en absence ou en 
présence d’anticorps dirigés contre la protéine cavéoline-3. Une deuxième incubation est ensuite réalisée 
en présence d’anticorps couplés à la FITC. L'observation est réalisée par microscopie de fluorescence au 
grossissement X1000. 
 
I - 2) Isolement des caveolae par ultracentrifugation 
 
Après solubilisation, le lysat est ajusté à 45 % de saccharose puis soumis à un 
fractionnement sur un gradient discontinu de saccharose. Le fractionnement est basé sur les 
propriétés physico-chimiques des caveolae, à savoir leurs faibles densités (dues à leurs fortes 
concentrations en cholestérol et glycosphingolipides). La figure 21 A montrent que la majorité 
des protéines cellulaires est retrouvée dans les fractions 6 à 10 (f6-f10) ou sédimentent dans le 
fond du tube sous forme de culot. 
 
 
Site  de fusion entre deux 
myoblastes 
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Une petite quantité de protéine (représentant moins de 10 % des protéines totales) est 
retrouvée au niveau de la fraction 3 (f3). Ces protéines se trouvent à l'interface entre les 
couches 5 % et 43 %. Ceci est également mis en évidence par une augmentation de la densité 
optique dans cette même fraction  (figure 21 B). 
 
Les fractions sont alors analysées par Western-blot  et immunorévélées avec des 
anticorps anti-cavéoline-3. La figure 21 C montre la présence de cette protéine dans la 
fraction 3, ceci venant étayer le fait que cette fraction soit enrichie en caveolae. Cependant 
cette protéine est également présente dans la fraction 10, ce qui s'explique soit par une lyse 
incomplète des cellules, soit par une localisation autre de la cavéoline-3. 
 
 
L'appareil de Golgi étant le constituant cellulaire de plus faible densité après les 
caveolae, nous avons ensuite immunorévélé la protéine p58, protéine spécifique de l'appareil 
de Golgi. En accord avec les résultats de Meacci et al. (2000), p58 est présente dans les 













































Figure 21 : Isolement des caveolae après ultracentrifugation sur gradient de 
saccharose 
Après avoir lysé les cellules par potterisation, les protéines sont fractionnées par ultracentrifugation sur 
gradient de saccharose comme décrit dans la partie "Matériel et Méthodes". A : Quantification de la 
concentration protéique par la méthode de Bradford. B : Mesure de l’absorbance à 595 nm.                  
C : Immunorévélations de la cavéoline-3 et de p58 à partir des fractions obtenues après ultracentrifugation 

















































    f1      f2       f3        f4     f5     f6      f7     f8       f9    f10   
25 kDa 
(cavéoline-3) 
f1   f2    f3       f4       f5       f6       f7     f8     f9      f10 
58 kDa 
(p58) 
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En conclusion, au vu de la faible quantité de protéine présente dans la fraction 3 
(excluant plus de 90 % des protéines totales), et d'après la représentation différentielle des 
protéines cavéoline-3 et p58, les résultats présentés figure 21 démontrent que notre protocole 
expérimental a correctement séparé les protéines associées aux caveolae des autres protéines 
cellulaires.  
 
Il faut également signaler que d'autres contrôles ont été réalisés (purification par culottage et 
saponification), mais pour une meilleure compréhension, ces résultats sont présentés dans le 
chapitre suivant intitulé "Mise en évidence d'une association de la m-calpaïne, de la PKCα et 
de MARCKS au niveau des caveolae". 
 
 
I - 3) Observation par microscopie électronique de la fraction cavéolaire 
 
 
La figure 22 met en évidence une préparation dense en vésicules lipidiques.               
On observe une très grande majorité de vésicules dont la taille varie de 50 nm à 130 nm, ce 
qui est conforme aux résultats observés dans la littérature (Krajewska et Maslowska, 2004 ; 
Razani et Lisanti, 2001 ; Smart et al., 1999 ; van Deurs et al., 2002). Ces résultats appuient le 
fait que la technique utilisée permet un enrichissement significatif des caveolae à partir des 
cellules musculaires. On remarque la présence de quelques vésicules de taille supérieure 
(environ 230 nm), ces vésicules pourraient être des cavéosomes (Nabi et Le, 2003), leurs 
formations et leurs fonctions ne sont pas élucidées à l'heure actuelle. Nous excluons le fait 
qu'il s'agisse d'autres types de rafts. En effet, bien que les données soient confuses dans la 
littérature scientifique, les dernières publications font état de vésicules beaucoup plus petites 





































Figure 22 : Observation de la fraction 3 (après fractionnement) par  cryomicroscopie 
électronique 
 
La fraction 3 obtenue après ultracentrifugation, (100 μg de protéine environ) est centrifugée à 40 000 g, 
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Cette étude a été réalisée au Laboratoire d'Imaginerie Moléculaire et Nano-Bio-
Technologie, IECB, UMR CNRS 5471 (Université Bordeaux 1, Alain Brisson et Olivier 
Lambert).  
 
II – MISE EN EVIDENCE D'UNE ASSOCIATION DE LA               
M-CALPAINE, DE LA PKCα ET DE MARCKS AU NIVEAU DES 
CAVEOLAE  
 
II - 1) Mise en évidence du co-fractionnement par Western-blot  
 
Nous avons examiné la distribution des calpaïnes, de leur inhibiteur spécifique : la 
calpastatine et de certains de leurs substrats : PKCα et MARCKS. 
La figure 23 montre la présence de la m-calpaïne, de la PKCα et de MARCKS dans la 
fraction cavéolaire. Par contre, la μ-calpaïne et la calpastatine ne sont pas présentes dans la 
fraction 3 (f3) mais sont détectées dans la fraction 10 (f10). La m-calpaïne qui présente une 
localisation différentielle de son inhibiteur endogène ne serait pas régulée par celui-ci au 
niveau des caveolae. Par ailleurs, la localisation différente des deux protéases suggère un rôle 
différent pour chacune d'elle. Mais surtout, la co-localisation de la PKCα, de MARCKS et de 
la m-calpaïne permet d'envisager la capacité d'action de cette dernière sur ces substrats au 
niveau des caveolae lors de la myogenèse. Ces résultats sont en accord avec ceux de Morford 
et al. (2002) qui montrent une association de la m-calpaïne au niveau des caveolae dans les 
cellules lymphoblastoïdes T humaines, au contraire de la μ-calpaïne. De la même façon, Kifor 
et al. (2003) montrent que la localisation de la m-calpaïne au niveau des caveolae pourrait 
contribuer à la régulation du niveau d'expression de la protéine "calcium-sensing receptor" 
dans les cellules parathyroïdes. 
 
Dans un deuxième temps, divers contrôles ont été réalisés afin de confirmer 





























Figure 23 : Co-fractionnement de la m-calpaïne, de la PKCα et de MARCKS au niveau de 
la fraction cavéolaire après ultracentrifugation sur gradient de saccharose 
 
Immunorévélation des protéines m-calpaïne (anticorps Santa-Cruz, dilution 1/1000), µ-calpaïne (anticorps 
Chemicon, dilution 1/10 000), calpastatine (anticorps Santa-Cruz, dilution 1/500), MARCKS (anticorps 
Santa-Cruz, dilution 1/500), PKCα (anticorps Santa-Cruz, dilution 1/1000) à partir des fractions (0,5 mL) 
obtenues après ultracentrifugation. 
 
II - 2) Elimination des protéines cytosolubles 
 
La fraction 3 obtenue après ultracentrifugation est soumise à une étape de centrifugation 
à 40 000 g. En effet dans ces conditions, les caveolae sont connues pour sédimenter dans le 
culot alors que les protéines cytosolubles restent dans le surnageant (Rybin et al., 1999). 
80 kDa (PKCα) 
90 kDa (MARCKS) 
110 kDa (calpastatine) 
80 kDa (µ-calpaïne) 
80 kDa (m-calpaïne) 
    f1    f2     f3      f4     f5      f6        f7     f8      f9      f10 
f1    f2       f3      f4      f5      f6       f7      f8     f9     f10 
    f1       f2      f3      f4     f5      f6      f7     f8      f9      f10 
    f1      f2      f3     f4     f5     f6     f7    f8      f9     f10 
    f1       f2      f3      f4     f5      f6      f7     f8      f9      f10 
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Les expériences de Western-blot réalisées par la suite (figure 24) indiquent que 95 % à 
100 % des protéines sont retrouvées dans le culot, ce qui confirme la sédimentation des 
caveolae. Il apparaît que la PKCα et la m-calpaïne sont très minoritaires dans le surnageant, 
MARCKS est quant à elle totalement absente. La m-calpaïne, la PKCα et MARCKS ne sont 














Figure 24 : Purification des caveolae par culottage 
 
La fraction 3 (obtenue après ultracentrifugation) correspondant aux caveolae (100 μg de protéine environ) 
est centrifugée à 40 000 g pendant 1 heure à 4°C. Les protéines sont ensuite immunorévélées avec les 
anticorps correspondants selon la méthode décrite dans le "Matériel et Méthodes". (C : culot ;                    
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II – 3) Traitement in vitro par la saponine  
 
Nous avons, par la suite, réalisé un traitement in vitro par la saponine, traitement 
connu pour détruire les caveolae par dégradation du cholestérol (Chamberlain et al., 2001). 
Les résultats présentés figure 25 montrent bien une destruction des vésicules, la cavéoline-3 
n'est plus retrouvée dans la fraction 3 mais dans les fractions 8 à 10. Il en est de même pour 
les protéines associées. La dépendance vis-à-vis du cholestérol pour ces protéines est un 
argument supplémentaire allant dans le sens de leurs associations avec ces vésicules 



















Figure 25 : Fractionnement sur gradient de saccharose des protéines PKCα, m-calpaïne et 
cavéoline-3 après traitement par la saponine 
 
Le fractionnement est réalisé comme précédemment mais le lysat cellulaire est mélangé avec 0.5 % (P/V) 
de saponine. 
 
80 kDa (m-calpaïne) 
80 kDa (PKCα) 
 f1   f2    f3     f4     f5     f6      f7      f8     f9    f10  
f1    f2    f3     f4      f5      f6    f7     f8    f9   f10  
f1    f2     f3     f4     f5     f6     f7     f8     f9    f10  
25 kDa (cavéoline-3) 
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II – 4) Immunoprécipitations magnétiques en présence d'un anticorps              
anti-cavéoline-3 
 
Enfin, des expériences d'immunoprécipitations magnétiques en présence d'anticorps 
anti-cavéoline-3 ont été réalisées. La fraction 3 contenant les caveolae est immunoprécipitée 
en présence d'anticorps anti-cavéoline-3 et ceci dans le but d'obtenir l'ensemble des protéines 
associées aux caveolae. Les résultats présentés figure 26 confirment la présence de la 
cavéoline-3 sous deux formes : monomère et oligomère ; l'oligomère cavéoline-1 est 
également mis en évidence. Ils confirment par ailleurs une association entre la cavéoline-3 et 
les protéines m-calpaïne, MARCKS et PKCα et complètent ceux de Meacci et al. (2000) qui 
ont montré par la même méthodologie une association entre la cavéoline-3 et la PKCα sur la 
lignée C2C12. Les co-immunoprécipitations des trois protéines avec la cavéoline-3 permettent 
d'envisager la présence d'un complexe entre ces protéines. Mais surtout, cette stratégie 
démontre la spécificité d'association de ces protéines au niveau des caveolae et non au niveau 













Figure 26 : Immunorévélations des protéines m-calpaïne, cavéolines, PKCα et MARCKS 
après immunoprécipitations magnétiques  par  les anticorps anti-cavéoline-3 
 
Analyses réalisées par Western-blot des protéines m-calpaïne, PKCα, cavéoline-1, cavéoline-3 et MARCKS 
après immunoprécipitations magnétiques de la fraction 3 avec des anticorps anti-cavéoline-3. 
- : Témoin négatif (Ig G non immunes) 
+ : Anticorps anti-cavéoline-3 
 -        + 
- +
80 kDa (m-calpaïne) 
    _        + 
   _        + 
80 kDa (PKCα) 
- +
90 kDa (MARCKS) 
80 kDa (cavéoline-1, 
oligomère)
80 kDa (cavéoline-3, 
oligomère) 
-         + 
25 kDa (cavéoline-3, 
monomère) 
45 kDa (IgG, chaîne 
légère) 
Résultats & Discussions 
 79
 
II – 5) Colocalisation de la m-calpaïne et de la cavéoline-3 dans les cellules C2C12 
au cours de la fusion des myoblastes  
 
Après une première approche de localisation de la cavéoline-3 par 
immunoflurorescence, nous avons réalisé des expériences de co-immunolocalisation de la        
m-calpaïne et de la cavéoline-3 par microscopie confocale et ce afin de confirmer 
définitivement la présence de la m-calpaïne au sein des caveolae. La figure 27 représente 
deux myotubes qui fusionnent. Les résultats présentés figure 27A confirment les précédents 
(figure 20) et montrent une localisation membranaire de la cavéoline-3 et plus spécifiquement 
une répartition majoritaire au niveau des sites de fusion, en accord avec les résultats 
d'Engelman et al. (1998) et Volonte et al. (2003). De plus l'aspect "ponctué" du marquage au 
niveau membranaire est caractéristique des caveolae. Les résultats présentés figure 27B 
montrent une répartition quasi similaire de la m-calpaïne. La juxtaposition de ces 2 images ou 
"Merge" réalisée informatiquement confirme la colocalisation des deux protéines cavéoline-3 
et m-calpaïne. La présence de la m-calpaïne au niveau des caveolae est donc confirmée. 
 
Les témoins négatifs sont réalisés en absence des anticorps primaires. Dans le cas de la 
cavéoline-3, nous pouvons observer une légère fluorescence inattendue au niveau des noyaux. 
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Figure 27 : Co-localisation des protéines cavéoline-3 et m-calpaïne au cours de la fusion 
des myoblastes par microscopie confocale 
Après six jours de différenciation, les cellules sont fixées sur leurs supports et incubées en absence ou en 
présence d’anticorps dirigés contre les protéines cavéoline-3 (1/150) ou m-calpaïne (1/150). Une deuxième 
incubation est ensuite réalisée en présence d’anticorps couplés au FITC (A) ou au TRITC (B) (dilution 
1/100). L'observation est réalisée sur un microscope confocale. (A) cavéoline-3 et témoin (cav-3-) ;        
(B) m-calpaïne et témoin (m-calp-); (C) superposition de A et de B (merge). Grossissement X1000. 
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Après avoir réalisé la co-localisation cavéoline-3/m-calpaïne, nous nous sommes 
intéressés à la PKCα. Celle-ci présente une répartition majoritaire au niveau des sites de 
fusion (figure 28) : ces résultats viennent appuyer le fait d'une représentation de la PKCα au 


















Figure 28 : Immunolocalisation de la protéine PKCα au cours de la fusion des myoblastes  
par microscopie confocale 
 
Après six jours de différenciation, les cellules sont fixées sur leurs supports et incubées en présence 
d’anticorps dirigés contre la protéine PKCα (dilution : 1/150). Une deuxième incubation est ensuite réalisée 
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III - ETUDE DE L'AGENCEMENT DES PROTEINES D’INTERET 
AU NIVEAU MEMBRANAIRE 
 
 
Après avoir montré la localisation des protéines m-calpaïne, PKCα et MARCKS au 
niveau des caveolae, nous nous sommes attachés à déterminer l'agencement de ces trois 
protéines par rapport à la membrane cavéolaire. Pour cela, plusieurs types de traitements 
biochimiques ont été combinés (carbonate de sodium, protéinase K et déoxycholate de 
sodium). Après purification des vésicules, les traitements sont réalisés in vitro. 
 
 
III - 1) Extraction des protéines extrinsèques par le carbonate de sodium 
 
  
Après avoir purifié les fractions cavéolaires, nous avons réalisé un traitement par le 
carbonate de sodium, pH=11,5 (figure 29), une centrifugation à 40 000 g est ensuite réalisée 
pour récupérer les vésicules. Ce traitement est un moyen simple pour différencier les 
protéines trans-membranaires (ou assimilées :  protéines fortement liées à la membrane) des 
protéines extrinsèques. En effet, compte tenu du pH extrêmement basique il permet 
l'extraction de toutes les protéines extrinsèques ou faiblement liées à la membrane sans 
affecter la disposition des protéines transmembranaires ou des protéines ancrées aux lipides. 
Par ailleurs, ce traitement convertit les vésicules en feuillets membranaires libérant toutes les 
autres protéines (Current Protocols in Protein Science). Dans le cas des protéines 
extrinsèques, le traitement ne permet donc pas de savoir si la protéine est cytosolique, 
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cavéoline-3 : la totalité de cette protéine est retrouvée dans le culot. Nous savons déjà 
que cette protéine est en partie trans-membranaire, nos résultats sont donc en adéquation 
avec ces données. 
 
 
MARCKS :  les résultats sont similaires et sans équivoque, la MARCKS est une 
protéine myristoylée (Graff et al., 1989) et comme dans le cas d'une membrane classique, elle 
est donc fortement ancrée à la membrane cavéolaire. 
 
  
m-calpaïne : environ 85 % de cette protéine étant retrouvé dans le culot, nous 
pouvons penser que la majorité de cette protéine interagit avec la membrane par 
l'intermédiaire de liaisons fortes (présomption d'ancrage ou d'interactions de type liaisons 
hydrophobes avec la membrane des caveolae). 
 
 
PKCα :  nous constatons une forte diminution de la PKCα dans le culot (45 %). Ces 
résultats suggèrent que la protéine est associée à la membrane mais faiblement liée à celle-ci : 
il s'agit donc d'une protéine extrinsèque, périphérique, non trans-membranaire ou assimilée 
(Hood et al., 2004). Le traitement ne permet pas par ailleurs de savoir si la protéine est 









































Figure 29 : Traitement de la fraction 3 (obtenue après  ultracentrifugation sur gradient de 
saccharose) par le carbonate de sodium 
 
Après ultracentrifugation, la fraction 3 est récupérée et incubée dans 0,2 M Na2CO3, pH 11,5 pendant       
30 min à 0°C. Celle-ci est ensuite soumise à une centrifugation (40 000 g, 1 heure, 4°C). Le culot est 
ensuite solubilisé dans du SDS puis analysé par Western-blot. 
A. Immunorévélation des protéines cavéoline-3, MARCKS, m-calpaïne, PKCα . 
B. Quantification par vidéo-densitométrie. 
L’intensité des signaux est exprimée en pourcentage par rapport au témoin. Les valeurs correspondent à la 
moyenne ± l’erreur standard à la moyenne (n = 3).  
PKCα MARCKS
m-calpaïne   cavéoline-3 
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  _         + 
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III - 2) Traitement in vitro par la protéinase K et le déoxycholate de sodium : 
détermination de l'orientation (cytosolique ou interne) des protéines par rapport à la 
membrane des caveolae 
 
Le traitement par le carbonate de sodium ne nous renseignant que partiellement sur 
l'agencement des protéines, nous avons réalisé deux autres traitements visant à déterminer 
l'orientation des protéines (figure 30). La protéinase K est une enzyme qui clive les protéines 
accessibles (à savoir sur la face cytosolique) ; le déoxycholate de sodium perméabilise la 
membrane des caveolae permettant ainsi la libération des protéines se situant à l'intérieur des 
vésicules. De plus, le déoxycholate de sodium complète le traitement par le carbonate de 
sodium puisqu'il solubilise les protéines fortement ancrées à la membrane sans avoir d'effet 
sur les protéines transmembranaires.  
 
cavéoline-3 :  conformément aux données bibliographiques (Galbiati et al., 2001 ; 
Schlegel et Lisanti, 2001), le traitement  avec la protéinase K dégrade la totalité de la 
cavéoline-3, qui est accessible et donc située sur la face cytosolique. Après traitement par le 
déoxycholate de sodium, une partie de la cavéoline-3 n'est pas solubilisée, la protéine est donc 
transmembranaire. 
 
MARCKS et m-calpaïne : le traitement par la protéinase K dégrade la totalité de ces 
deux protéines, elles sont de ce fait situées sur la face cytosolique. Le traitement par le 
déoxycholate de sodium entraîne la solubilisation complète des deux protéines, celles-ci ne 
sont donc pas trans-membranaires mais fortement liées à la membrane. Ces résultats sont tout 
à fait conformes aux données bibliographiques. 
 
PKCα : après traitement par la protéinase K, 50 % de la PKCα est dégradée, cette 
dernière, accessible au traitement est située sur la face cytosolique. Cependant l'autre fraction 
de la PKCα, résistante à la protéinase K, est libérée suite au traitement par le déoxycholate de 
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Après avoir réalisé ces divers traitements biochimiques, nous pouvons proposer le 
modèle présenté figure 31 en ce qui concerne l'agencement des protéines MARCKS, PKCα, 
























Figure 30 : Traitement de la fraction 3 (obtenu après  ultracentrifugation sur gradient de 
saccharose) par la protéinase K ou/et le déoxycholate de sodium 
Après ultracentrifugation, les fractions 3 sont récupérées et incubées dans 0,5 μg/mL de protéinase K, 
et/ou 0,1% déoxycholate de sodium pendant 20 min à 37°C. Celles-ci sont ensuite soumises à une 
centrifugation (40 000 g, 1 heure, 4°C). Les culots sont ensuite repris dans du SDS et analysés. 
A. Immunorévélation des protéines cavéoline-3, MARCKS, m-calpaïne, PKCα . 
B. Quantification par vidéo-densitométrie de la PKCα après traitement par la protéinase K (T : témoin ;   
PK : protéinase K). L’intensité des signaux est exprimée en pourcentage par rapport au témoin. Les valeurs 
correspondent à la moyenne ± l’erreur standard à la moyenne (n = 3). 
T PK DC PK+DC T PK DC PK+DC
T PK DC PK+DCT PK DC PK+DC
cavéoline-3  PKCα 
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Figure 31 : Modèle hypothétique d'association des protéines cavéoline-3, 
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IV - EFFET DE L’INHIBITION DE LA BIOSYNTHESE DU 
CHOLESTEROL SUR LES INTERACTIONS ENTRE CALPAÏNES 
ET CAVEOLAE 
  
Le cholestérol étant fortement représenté au niveau des caveolae et nécessaire à leurs 
formations (Chamberlain et al., 2000 ; Hailstones et al., 1998 ; Quest et al., 2004), nous avons 
étudié l'incidence de l'inhibition de sa biosynthèse sur la formation des vésicules, sur la fusion 
des myoblastes et sur la localisation cellulaire de la m-calpaïne.   
    
IV - 1) Incidence sur l’intégrité des caveolae  
 
Après traitement des cellules par l'inhibiteur de la biosynthèse du cholestérol (la 
mévinoline) selon le protocole de Chamberlain et al. (2000), les caveolae sont isolées et 
analysées sur gel de polyacrylamide comme décrit dans le "Matériel et Méthodes". La figure 
32 B montre une diminution de la quantité de protéines totales présentes dans la fraction 3, 
cette diminution est corrélée à une diminution de 59 % du taux de cavéoline-3 et de 60 % du 
taux de m-calpaïne (figure 32 A). Ces résultats confirment bien que le cholestérol est 













Figure 32 : Effet de l'inhibition de la biosynthèse du cholestérol sur l'intégrité des 
caveolae. 
Après traitement des cellules à la mévinoline, les caveolae sont isolées et analysées sur gel de polyacrylamide.  
A. Immunorévélation de la cavéoline-3. B. Gel coloré au bleu de Coomassie. M : marqueur de taille. 










              Témoin              + mévinoline 
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IV - 2) Incidence sur les activités calpaïnes  
 
Par la suite, nous avons voulu vérifier l'incidence du traitement par la mévinoline sur 
les activités calpaïnes. Pour cela nous avons utilisé la technique de zymogramme. Les 
résultats présentés figure 33 montrent une forte diminution de l'activité μ-calpaïne, ainsi 
qu'une légère décroissance de l'activité m-calpaïne. Les caveolae seraient donc impliqués dans 
la ou les voies d'activation des calpaïnes. Ces résultats sont également logiques dans la 
mesure où la quantité de PIP2 diminue lorsque la biosynthèse du cholestérol est inhibée : 
d'une part le PIP2 est un puissant activateur des calpaïnes (Saido et al., 1992), d'autre part, il 
est nécessaire à la mobilité des protéines membranaires et donc à la fusion des myoblastes, 











Figure 33 : Effet de l'inhibition de la biosynthèse du cholestérol sur les activités calpaïnes 
(zymogramme) 
 
Après traitement des cellules par la mévinoline (4 μM pendant 3 jours), 10 μg de protéine obtenus à partir 
d'extraits cellulaires totaux sont déposés sur gel. Trois bains de calcium (2 X 20 min puis une nuit) sont 
réalisés. Un contrôle négatif est effectué dans du tampon EDTA (cf. "Matériel et Méthodes"). L'observation 
est faite au moyen d'un scanner à fluorescence. 
 
IV - 3) Incidence sur la fusion  
 
Après traitement, un test de fusion et une observation microscopique ont été réalisés. 
Les cellules (témoins et traitées par la mévinoline) ont été fixées et colorées au stade de 
     Témoin      + mévinoline
   activité μ-calpaïne 
   activité m-calpaïne 
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culture correspondant au jour 7 de différenciation. Le dénombrement des noyaux présents 
dans les myoblastes et dans les myotubes a permis l'obtention du pourcentage de fusion. Dans 
nos conditions expérimentales, pour les cellules non traitées, environ 60 % des myoblastes ont 
fusionné. Concernant les cellules traitées par la mévinoline, le pourcentage de fusion n'est que 
de 10 %. L'observation microscopique réalisée au même stade de différenciation permet de 
voir des différences morphologiques significatives : en effet dans le cas des cellules traitées, 















Figure 34 : Incidence de l'inhibition de la biosynthèse du cholestérol sur la fusion des 
myoblastes C2C12 
 
Les cellules sont observées au microscope optique au jour 7 de différenciation. A. Témoin. B. Après 


















Cette étude a été réalisée par microscopie confocale. Comme le montre la figure 35, la 
mévinoline induit une perte de la localisation membranaire de la m-calpaïne. En effet, dans 
ces conditions, la m-calpaïne présente une localisation diffuse, majoritairement cytosolique. 
Lorsque l'on observe les photos représentant la localisation de la cavéoline-3, on remarque un 
phénomène particulier, à savoir que comme dans le cas du témoin montré figure 27 (sans 
anticorps primaire anti-cavéoline-3), le marquage apparaît au niveau des noyaux, cette 
localisation n'étant pas spécifique. Ce phénomène est très certainement dû au faible niveau 
d'expression de la cavéoline-3 par rapport aux cellules non traitées et à la non spécificité des 
anticorps secondaires dans ces conditions. Le "merge" n'apparaît pas en jaune, il n'y a donc 
pas de colocalisation à ce niveau. Pour information, la figure 35 C, correspond au "merge", 
sans traitement par la mévinoline, la différence est significative. 
 
La destruction des caveolae suite à la diminution du taux de cholestérol est donc 
associée à une dissociation de la m-calpaïne des phospholipides membranaires et plus 
particulièrement au niveau des sites de fusion. Ce dernier résultat renforce l'hypothèse d'une 
association de la m-calpaïne membranaire au niveau des caveolae et de l'implication du 
tandem m-calpaïne/cavéoline-3 dans la fusion des myoblastes.  
















Figure 35 : Localisation des protéines cavéoline-3 et m-calpaïne au cours de la fusion des 
myoblastes par microscopie confocale après traitement par un inhibiteur de la biosynthèse 
du cholestérol (mévinoline) 
 
Après six jours de différenciation, les cellules sont fixées sur leurs supports et incubées en absence ou en 
présence d’anticorps dirigés contre les protéines cavéoline-3 (1/150) ou m-calpaïne (1/150). Une deuxième 
incubation est ensuite réalisée en présence d’anticorps couplés au FITC (A) ou au TRITC (B) (dilution 
1/100). L'observation est réalisée en microscopie confocale. (A) cavéoline-3 et m-calpaïne (B) 
superposition (Merge). (C) Merge sans traitement par la mévinoline. Grossissement X1000. 
C. 
m-calpaïne  cavéoline-3 A. 
B. merge 




V – IDENTIFICATION DE L'ENSEMBLE DES PROTEINES 
ASSOCIEES AUX CAVEOLAE : ANALYSE PROTEOMIQUE ET 
SPECTROMETRIE DE MASSE  
 
Afin de mieux caractériser les caveolae des C2C12 et d'identifier un plus grand 
nombre de substrats potentiels des calpaïnes, une étude protéomique a été réalisée. Après 
ultracentrifugation sur gradient de saccharose, nous avons réalisé une immunoprécipitation 
magnétique en présence d'anticorps anti-cavéoline-3 (cf. chapitre II – 4). Par cette stratégie, 
nous isolons l'ensemble des protéines associées aux caveolae. Les protéines isolées sont 
déposées sur gel dénaturant en présence de SDS et colorées au bleu de coomassie (figure 36). 
La spectrométrie de masse permet ensuite d'identifier ces protéines.  
 
 Les résultats obtenus (figure 36) permettent de valider la méthode d'immunoprécipitation : 
  
 - les profils électrophorétiques de la fraction 3 immunoprécipitée et de l'extrait brut 
immunoprécipité sont similaires ; 
 - les expériences réalisées en présence d’immunoglobulines (IgG) non immunes ou en 
absence de lysat présentent un profil électrophorétique pratiquement dépourvu en protéines ; 
- lorsque la fraction 3 est isolée en présence de saponine (agent permettant de détruire 
les  caveolae), plus aucune protéine n'est immunoprécipitée. 
  
 La fraction 3 non immunoprécipitée bien que présentant un taux de purification très 























Figure 36  : Profils électrophorétiques d’extraits cellulaires immunoprécipités par les 
anticorps anti-cavéolines-3 après SDS PAGE et coloration au bleu de coomassie 
 
M : marqueurs (kDa) ; ECT : extrait cellulaire total ; f3 : fraction 3 non immunoprécipitée ; 
f3i : fraction 3 immunoprécipitée ; EBI : extrait brut immunoprécipité ; IgG : immunoprécipitation en 
présence d’immunoglobulines non immunes ; lysat : immunoprécipitation en absence d'extrait cellulaire ; 
+sap : traitement à la saponine puis immunoprécipitation. 
Les extraits protéiques obtenus après immunoprécipitation sont déposés sur gel de polyacrylamide 10 % 
puis révélés au bleu de coomassie. 
 
Le gel de la fraction 3 immunoprécipitée a donc été utilisé pour l'identification protéique. 
Cette dernière est réalisée par un spectromètre de masse à trappe ionique (LC-MS/MS), après 
digestion trypsique systématique sur toute la hauteur du gel (bandes de 2 mm) (plate-forme 
Génomique Fonctionnelle Bordeaux ; S. Claverol et M. Bonneu). Environ 120 protéines ont 
ainsi été identifiées dont les principales sont reportées dans le tableau III.  
 
Les résultats indiquent la présence de la protéine cavéoline-1 (marqueurs des 
caveolae), sous forme oligomérisée, ce qui confirme une bonne purification des caveolae. De 
manière générale, la très grande majorité des protéines présentes dans cette annexe a déjà été 
mise en évidence au niveau des caveolae (ras, récepteur à l'IP3 , intégrines, cadherines , 
actines, ..) (Couet et al., 2001 ; Razani et al., 2000 ; Schlegel et Lisanti, 2001 ; Volonte et al., 
2001). On trouve notamment un très grand nombre de protéines mitochondriales, ces résultats 









 M      ECT       f3          f3i     EBI   IgG     -lysat    +sap. 
Immunoprécipitation cavéoline-3 
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avec les mitochondries. Beaucoup de protéines sont des protéines cytosquelettiques ou 
impliquées dans la régulation du cytosquelette, ce qui est en adéquation avec les fonctions des 
caveolae. On trouve également la protéine SNAPα qui joue un rôle clef dans le trafic 
vésiculaire (Barnard R.J. et al., 1997) ou dans la fusion membranaire (Ungermann C et al., 
2005). 
Qui plus est, la présence de la m-calpaïne, bien qu'identifiée sur la base d'un seul peptide 
confirme les expérimentations précédentes et va dans le sens d'une représentation importante 
de l'enzyme au niveau des caveolae. Malgré que la PKCα n'ait pas été identifiée, on trouve de 
nombreuses protéines en relation avec les PKCs et leurs régulations. En effet, la présence 
d'une part de la protéine SDR (Serum Deprivation Response), qui est une "PKCα-binding 
protein" (celle-ci pouvant lier le domaine régulateur de la PKCα) et d'autre part de toutes les 
protéines de la famille des 14-3-3 (en relation directe avec les PKCs), sont des arguments en 
faveur de la représentation de cette enzyme au niveau des caveolae.  
Cependant nous nuancerons nos résultats dans la mesure où plusieurs protéines comme la 
MARCKS ainsi que certaines protéines considérées comme faisant partie intégrante de la 
fonctionnalité des caveolae (eNOS, Phospho-fructo-Kinase M, cavéoline-3), ne sont pas 
identifiées. Il est possible que ces protéines ne soient pas suffisamment représentées pour être 
détectées via l'analyse par spectrométrie de masse. La complexité des échantillons, jusqu'à 
une douzaine de protéines différentes par bande, peut être une autre raison pour laquelle la 
détection n'est pas optimale. 
Comme nous l'avons dit précédemment, le but de cette étude protéomique est 
d'identifier un plus grand nombre de substrats des calpaïnes présents au niveau des caveolae. 
Il est à noter que leurs présences ne signifient pas forcement que celles-ci soient protéolysées 
par les calpaïnes au niveau des caveolae, mais il s'agit d'une possibilité qui devra être 
examinée au cas par cas. Ainsi, parmi l'ensemble des protéines reconnues, un certain nombre 
a déjà été identifié comme substrats de ces protéases (Glading et al., 2002) : on retrouve 
notamment beaucoup de protéines cytosquelettiques telles que : la gelsoline (Wadhawan et 
al., 2004), la myosine, la caténine, la filamine, la desmine, la vinculine, la taline et la tubuline. 
Certaines, impliquées dans le processus de différenciation, ont fait l'objet d'études au 
laboratoire ainsi : la vimentine (Moyen et al., 2004), la fibronectine (Dourdin et al., 1997) ou 
la tropomyosine (Mazeres et al., 2006) ont été identifiées comme substrats des calpaïnes dans 
les myoblastes C2C12.  
 
Résultats & Discussions 
 96
Tableau III : Identification des principales protéines retrouvées dans la fraction cavéolaire 
des myotubes C2C12 





d'accession Identification de la protéine 
Nombre de 
peptides 
Q9JLM8 Sérine/thréonine protéine kinase 2 
P08129 Sérine/thréonine protéine phosphatase 1 2 
P30153 Sérine/thréonine protéine phosphatase 2 A 4 
P10833 R-Ras 3 
Q9JKF1 Ras GTPase-activating-like protein (IQGAP1) 4 
P35293 Rab 2 
P15154 Rac 1 2 
PO4894 G(s)α subunit 2 
P04901 G(I)/G(S)/G(T) b subunit 3 



















Voltage-dependent anion selective channel protein, 
(VDAC-3) 
6 
O08532 Dihydropyridine-sensitive L-type, calcium channel 6 
Canaux ioniques 
P54116 Stomatine (band 7 integral membrane protein) 6 
P09055 Intégrine (β1) (récepteur fibronectine) 6 
Q62470 Intégrine (α3) 3 
P43406 Intégrine (α5) 5 
Q9Z0T9 Intégrine (β6) 2 
Q61738 Intégrine (α7) 5 
O55222 ILK (Integrin-linked protein kinase) 2 
P16960 Récepteur ryanodine 4 
Q07954 LDL (LRP) 2 
Récepteurs 
 
P11881 IP3 récepteur 2 













Tubuline (α1)  
Tubuline (α2)  














Annexine I  
Annexine II  
Annexine IV  
Annexine V  
Annexine VI  









P40926 Actine α1 6 




Actines (muscle) * 
P18760 Cofiline 2 
P10924 Profiline 1 3 
Q02566 Myosine, chaîne lourde (famille de la dystrophine) 10 
Q9WT17 Myosine 1 C 8 
P11276 Fibronectine 11 
B0999 Catenine d1 2 
Q9WTR5 Cadherine (T- cadherine) 5 
P13020 Gelsoline (ADF) 3 
P20152 Vimentine 8 
P11276 Précurseur fibronectine 11 
P58771 
P58774 













P18206 Vinculine 10 
P26039 Taline 1 2 
Protéines du 
cytosquelette 
P31001 Desmine 7 
Marqueurs des 
caveolae 
P49817 Cavéoline 1 1 





d'accession Identification de la protéine 
Nombre de 
peptides 
Protéases O08529 Calpaïne II (sous-unité catalytique) 1 
P20029 HSP 70 (GRP 78) * 
P11499 HSP 84 * 
P16226 HSP 60 * 
P14211 Calreticuline précurseur 5 
Chaperonnes 
P08113 Endoplasmine (GRP94) 9 
Q9WUM5 Succinyl-CoA ligase (précurseur mitochondrial) 3 
Q9DOM3 Cytochrome C1 (précurseur mitochondrial) 3 
Q9DC69 NADH-ubiquinone oxidoreductase 4 
P08249 Malate déhydrogénase (précurseur mitochondrial) 8 
Q9D051 
Pyruvate déshydrogénase E1 (précurseur 
mitochondrial) 
* 
Q8VEM8 Phosphate carrier (précurseur mitochondrial) 3 
Q9R0X4 
Acyl-Co A thioester hydrolase 
(précurseur mitochondrial) 
2 
Q03265 ATP Synthsase (précurseur mitochondrial) 10 
O75746 Calcium-binding mitochondrial carrier protein (CMC1) 3 
Q64521 
Glycerol-3 phosphate déhydrogénase 
(précurseur mitochondrial) 
3 
Q9WUM5 Succinyl-CoA ligase (précurseur mitochondrial) 3 
Protéines en 
relation avec les 
mitochondries 
Q9DOM3 Cytochrome C1 (précurseur mitochondrial) 3 
Q8VDJ3 Vigiline 2 
O70503 Stéroide déshydrogenase KIK-I 3 
P70500 CDP-DAG-IP3 Transférase         2 
P08003 Protéine disulfide isomérase (ERp-72) 2 
P46978 Transférase STT3   2 
Métabolisme des 
stérols 
Q8ROX7 Sphingosine-1-phosphate lyase 1 (mSPL) 2 
P51863 Vacuole ATP synthase 3 
Q9DB05 SNAPα 2 
Trafic 
vésiculaire 
O08547 Sec 22 b 3 
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VI – DISCUSSION 
 
 
Dans cette première partie, une association de la m-calpaïne avec les caveolae dans les 
myoblastes C2C12 a été mise en évidence pour la première fois. Au contraire, la μ-calpaïne et 
la calpastatine ne sont pas représentées dans ces vésicules. L'association de la m-calpaïne a 
été confirmée par Western-blot, centrifugation à 40 000 g et immunoprécipitation. Par ailleurs 
un traitement in vitro par la saponine, entraîne l'absence totale de protéine dans la fraction 
cavéolaire. La dépendance vis-à-vis du cholestérol pour les protéines PKCα, m-calpaïne, 
cavéoline-3 et MARCKS est un autre argument allant dans le sens d'une association avec ces 
vésicules lipidiques. L'analyse par microscopie confocale confirme ces résultats en montrant 
une véritable co-localisation entre la m-calpaïne et la cavéoline-3. Ces deux protéines 
présentent essentiellement une localisation membranaire et plus spécifiquement une 
répartition majoritaire au niveau des sites de fusion. En accord avec la littérature (Cottin et al., 
1994, Dargelos et al., 2002 ; Galbiati et al., 1999), ces résultats viennent étayer le rôle 
essentiel de la m-calpaïne et de la cavéoline-3 dans la fusion des myoblastes. Parallèlement, 
l'inhibition in situ de la biosynthèse du cholestérol par un inhibiteur spécifique, la mévinoline, 
engendre une forte diminution de l'expression de la cavéoline-3 et du nombre de caveolae 
(Hailstones et al., 1998), ceci associé à une diminution drastique de la fusion. 
 
 En plus de la m-calpaïne, la présence de deux de ses substrats, PKCα et MARCKS au 
niveau des caveolae a également été mise en évidence. L'immunolocalisation de la PKCα 
montre également une répartition majoritaire au niveau des sites de fusion. Ces résultats 
corroborent ceux de Mineo C. et al. (1998) qui ont montré que la PKCα présente au niveau 
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des caveolae intervenait dans de nombreux signaux de transductions et notamment dans le 
processus d'invagination membranaire. 
 
Concernant le système calpaïne, ces données sont en accord avec ceux de Morford et 
al. (2002) qui ont trouvé des résultats similaires sur un modèle cellulaire différent (cellules 
lymphoblastoïdes T humaines). En effet, ils montrent que la m-calpaïne mais pas la               
μ-calpaïne est associée à ces vésicules lipidiques. Ainsi la protéase pourrait cliver entre autres 
une protéine cytosquelettique, la taline et par ce biais agir sur le remodelage du cytosquelette. 
 
Rappelons que les calpaïnes sont connues pour protéolyser de nombreuses protéines 
membranaires ou cytosquelettiques, leurs dérégulations étant à l'origine d'un grand nombre de 
désordres physiologiques (Goll et al., 2003). Les calpaïnes sont essentiellement représentées 
au niveau membranaire où elles seraient soumises à de nombreuses régulations. La présence 
d'un domaine de liaison "C2- like calcium/phospholipid" (Tompa et al., 2001) au niveau de la 
m-calpaïne permettrait son ancrage dans la membrane et son activation par le PIP2. Le 
confinement de la m-calpaïne au niveau des caveolae, en absence de calpastatine,  permettrait 
d'exposer l'enzyme à divers régulateurs et en particulier le PIP2 et le calcium induisant ainsi 
son activation in situ à proximité de ses substrats. Le fait que le PIP2 soit fortement représenté 
par rapport à une membrane classique  vient conforter ce "scénario".  
 
Il apparaissait donc intéressant de savoir comment la m-calpaïne et ses substrats sont 
agencés par rapport à la membrane cavéolaire. L'utilisation et la combinaison de traitements 
biochimiques (carbonate de sodium, déoxycholate de sodium) ou enzymatiques (protéinase K) 
nous ont permis de confirmer que la cavéoline-3 est une protéine transmembranaire, ancrée 
dans la bicouche phospholipidiques, tapissant la face externe de la vésicule. Ces résultats sont 
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en accord avec ceux obtenus par différents auteurs (Galbiati et al., 2001 ; Quest et al., 2004 ; 
Schlegel et Lisanti, 2001). Ces traitements ont également permis de montrer que la m-calpaïne 
et la MARCKS sont des protéines fortement liées à la membrane des caveolae et situées 
uniquement sur la face externe. Enfin, la PKCα serait localisée (en quantité similaire) à 
l'intérieur et à l'extérieur des caveolae, elle est d'ailleurs assimilée à une protéine extrinsèque 
et donc faiblement liée à la membrane.  
 
L'analyse protéomique a permis d'avoir une vue moins restrictive de l'ensemble des 
protéines présentes au niveau des caveolae. Un grand nombre de protéines reconnues comme 
substrats des calpaïnes ainsi que certaines protéines intervenant dans la signalisation des 
PKCs ont été identifiées. Ces résultats montrent bien que les caveolae sont de véritables 
"signalosomes", tous les éléments étant réunis au niveau de la localisation des protéines pour 
obtenir une régulation intense.  
 
Au laboratoire, nous avons préalablement montré que les calpaïnes intervenaient dans 
la fusion des myoblastes de par leurs actions sur la PKCα et la forme cytosolique, 
phosphorylée de MARCKS (Dulong et al., 2004). La co-localisation et le positionnement des 
trois protéines au niveau des caveolae laissent penser que celles-ci pourraient intervenir 
conjointement dans une voie de régulation "cavéolaire" nécessaire à la fusion des myoblastes. 
 
 Afin de mieux appréhender le rôle de l'enzyme au niveau des caveolae, nous avons 
entrepris de déréguler le système calpaïne. En effet, la présence de la m-calpaïne au niveau 
des caveolae ne signifie pas que l'enzyme soit active, ou que celle-ci puisse être activée sous 
l'action de stimuli externes. Dans un premier temps, nous nous sommes donc attachés à 
vérifier ce fait par la mesure des activités calpaïnes et ceci par deux approches 
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complémentaires. Nous avons par la suite dérégulé le système par l'utilisation combiné d'un 
ionophore à calcium et d'un inhibiteur des calpaïnes : les effets sur les substrats PKCα et 
MARCKS ont été observés. Il est reconnu que dans certaines conditions d'activation la PKCα 
transloque du cytosol vers divers compartiments cellulaires spécifiques comme les noyaux, 
les contacts focaux et les caveolae (Godson et al., 1996 ; Orito et al., 2001). Les effets d'un 
traitement par un ester de phorbol, le PMA et par un inhibiteur spécifique, le Gö ont donc été 
analysés. Par ailleurs, une étude plus globale de l'activité protéolytique calcium-dépendante 
au niveau des caveolae a été entreprise via une approche protéomique différentielle. 








I – LA M-CALPAINE DE LA FRACTION CAVEOLAIRE EST 
ACTIVABLE PAR LE CALCIUM  
 
Les activités calpaïnes ont été testées en utilisant la caséine-FITC comme substrat. 
Pour cela deux techniques complémentaires ont été utilisées : 
- la première et plus ancienne technique permet de mesurer une activité calpaïne 
résiduelle du fait de la présence de son inhibiteur endogène.  
- la deuxième appelée "zymogramme" permet de séparer la calpastatine des calpaïnes  
lors de la migration électrophorétique. La comparaison des résultats obtenus par ces deux 
méthodes apparaît donc instructive. 
 
Les résultats présentés figure 37 A montrent que par la première approche, une activité 
est présente aussi bien dans la fraction 3 que dans la fraction 10. Cependant, l'intensité dans la 
fraction cavéolaire est supérieure de 40 % comparée à celle du culot. Par la seconde approche 
(figure 37 B), l'activité spécifique de la m-calpaïne est supérieure dans la fraction 10. Ces 
résultats confirment la présence de la calpastatine et de la μ-calpaïne dans la fraction 10, 
comme cela est montré dans la première partie. En outre, dans la fraction 10, l'activité 
calpaïne se présente sous deux formes, à savoir les hétérodimeres 80-28 kDa et 80-21 kDa, 
comme cela a été mis en évidence par Arthur et Mykles en 2000. 
 
In vitro, la m-calpaïne présente au niveau des caveolae est donc active en présence de 
calcium et n'est pas régulée par son inhibiteur endogène, la calpastatine. 
 
 

























Figure 37 : Mesure des activités calpaïnes dans les fractions 3 et 10 après  
ultracentrifugation sur gradient de saccharose 
 
A. La quantification  des activités calpaïne est exprimée en unité arbitraire de fluorescence  en utilisant la 
caséine-FITC comme substrat (pH 7,2) en présence de calcium (5 mM). Les contrôles sont réalisés dans 
les mêmes conditions mais le calcium est remplacé par de l' EGTA (2 mM). 
B. La visualisation des activités calpaïne est réalisée par la technique "caséine zymographie" comme décrit 
dans la section "Matériel et Méthodes". Les flèches indiquent les  positions des enzymes : 80 kDa/21 kDa 
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II – LES PROTEINES PKCα ET MARCKS SONT-ELLES DES 
SUBSTRATS POTENTIELS DE LA M-CALPAÏNE AU NIVEAU 
DES CAVEOLAE ? 
  
 
II - 1) La PKCα, contrairement à MARCKS, est un substrat de la m-calpaïne au 
niveau des caveolae  
 
Une des approches de l'étude de l'implication d'un système enzymatique sur un autre 
consiste à induire une dérégulation du premier et de suivre les effets sur le second. Pour cela, 
les cellules ont été traitées en culture par le ionophore à calcium A23187 et l'inhibiteur 
spécifique des calpaïnes, le CS peptide. Nous nous sommes ensuite attachés à vérifier 
l’incidence de ces traitements sur la PKCα et MARCKS colocalisées au niveau des caveolae. 
 
a) Protéolyse calcium-dépendante au niveau des caveolae  
 
Action du ionophore à calcium A23187 
 
Le ionophore A23187 favorise la pénétration des ions calcium à l'intérieur de la cellule 
et a donc pour conséquence d'activer tous les systèmes calcium-dépendants, parmi eux les 
calpaïnes. Cette activation se traduit par une diminution parallèle du taux de PKCα (20 %) et 
de MARCKS (50 %) comme le montrent les résultats présentés figure 38. 
 
Action de l'inhibiteur spécifique des calpaïnes 
 
Afin de confirmer l'implication des calpaïnes, nous avons combiné l'ajout du 
ionophore et de l'inhibiteur. L'addition de cet inhibiteur, avant l'application du ionophore 
permet de contrecarrer l'effet observé précédemment, les valeurs obtenues dans ces conditions 
















Figure 38 : Protéolyse neutre calcium-dépendante au niveau des caveolae dans la cellule 
musculaire en cours de différenciation 
 
 
Après six jours de différenciation, les cellules sont traitées par le ionophore A23187 (1 μM, 1heure) et par 
le CS peptide (10 μM), les caveolae sont purifiées par ultracentrifugation et culottage. Les protéines sont 
ensuite immunorévélées. 
A : Immunorévélation des protéines PKCα, MARCKS. 
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b) Protéolyse in vitro de la PKCα et de MARCKS au niveau des caveolae 
 
Afin de mettre en évidence que les protéines MARCKS et PKCα de la fraction 
cavéolaire sont bien des substrats de la m-calpaïne, des expériences de protéolyse in vitro ont 
été réalisées en présence de m-calpaïne purifiée, et de calcium. Les résultats présentés figure 
39 A montrent le clivage de la PKCα et l'apparition simultanée de son fragment de 
dégradation PKM. La protéolyse de la PKCα est quasi totalement inexistante en présence de 
l'inhibiteur spécifique des calpaïnes, le CS peptide. L'absence du fragment PKM, lors des 
traitements cellulaires est à noter, ceci est sans doute dû au fait que la PKM est relarguée dans 
le compartiment cytosolique. 
 
Concernant la protéine MARCKS de la fraction cavéolaire, la m-calpaïne purifiée n'a 
aucun effet (figure 39 B), alors que sa dégradation a déjà été mise en évidence sur un extrait 
cellulaire total (Dulong et al., 2004). Ces résultats suggèrent que la diminution de MARCKS 
observée dans la fraction cavéolaire (figure 38) n'est pas due à sa protéolyse par la                
m-calpaïne. 
 
In vitro, la PKCα au niveau des caveolae est accessible aux calpaïnes et est un de ses 
substrats. La protéine MARCKS de la fraction cavéolaire n’est pas dégradée in vitro. La 
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Figure 39 :  Mise en évidence de la protéolyse calcium-dépendante de la PKCα associée 
aux caveolae 
La fraction 3 obtenue après ultracentrifugation (100 μg de protéine) est incubée pendant 15 minutes dans 
différentes conditions (1 : témoin ; 2 : ajout de m-calpaïne purifiée (10 μL) et de Ca2+ (150 mM)  ; 3 : 
ajout de calpaïne (10 μL)  et de CS peptide (10 μM)). 
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II - 2) La PKCα activée par la m-calpaïne est impliquée dans la translocation de 
MARCKS des caveolae vers le cytosol 
 
Traitement  par le PMA et par un inhibiteur d’activation des PKCα,  le Gö 6976 
 
Afin de vérifier si la phosphorylation de la protéine MARCKS via la PKCα permet 
d'expliquer le résultat précédent, un activateur de PKCα, le PMA et un inhibiteur spécifique, 
le Gö 6976, ont été utilisés.  
 Ainsi quand le PMA est ajouté au milieu de culture (figure 40), une augmentation de 
27 % de l'expression de la PKCα est observée après 15 min de traitement. Après 20 heures de 
traitement la quantité de PKCα diminue fortement (27 % par rapport au témoin 0 min). 
Concernant la protéine MARCKS les résultats observés semblent inversement corrélés, en 
effet après 15 min de traitement la quantité de MARCKS diminue significativement (37 %), 
alors qu'après 20 heures de traitement le niveau d'expression redevient identique à celui du 
témoin (0 min). 
 
Afin de confirmer l'implication de la kinase sur la translocation de la protéine MARCKS, 
l'ajout de l'inhibiteur spécifique de PKCα, le Gö 6976 a été réalisé. Celui ci permet de 
contrecarrer l'effet observé sur la protéine MARCKS, en effet après l'ajout de cet inhibiteur, 
son taux d'expression protéique reste constant. La PKCα active serait donc impliquée dans la 
translocation de la protéine MARCKS des caveolae vers le cytosol. 
 
En ce qui concerne la m-calpaïne, celle-ci transloque également vers les caveolae 
(augmentation de 30 %) mais après 50 min de traitement. Dans ces conditions la m-calpaïne 
pourrait être impliquée dans la "down-régulation" de la PKCα comme cela a précédemment 



































Figure 40 : Induction de la translocation puis de la "down-regulation" de la PKCα 
en présence de PMA : incidence sur la protéine MARCKS  
 
Le PMA est ajouté dans le milieu de culture à la concentration de 150 nM aux jours 6 et 7 de différenciation. 
Après différents temps 15 min, 50 min et 20 heures, les extraits cellulaires sont soumis à un fractionnement 
sur gradient de saccharose. Le Gö 6976 est dilué dans du DMSO et ajouté au milieu de culture à une 
concentration finale de 100 nM. Le traitement est arrêté après une heure d’incubation. Une analyse par 
Western-blot est alors réalisée. A. Immunorévélation de la protéine PKCα B. Immunorévélation de la 
protéine m-calpaïne C. Immunorévélation de la protéine MARCKS D. Quantification (n=3). 
 Contrôle    15 min     50 min    20 h   
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III – MISE EN EVIDENCE D'AUTRES SUBSTRATS DE LA          
M-CALPAÏNE AU NIVEAU DES CAVEOLAE PAR ANALYSE 
PROTEOMIQUE DIFFERENTIELLE 
 
III - 1) Inhibition de l'expression de la m-calpaïne par traitement antisens 
 
Afin d'obtenir une diminution du taux d'expression de la m-calpaïne nous avons utilisé 
un traitement antisens dirigé contre cette protéase. Les résultats présentés figure 41 mettent en 
évidence que l'expression de la protéine m-calpaïne est identique pour le témoin et après 
traitement par une séquence aléatoire (Random). Lors de l'utilisation de la séquence antisens 


















Figure 41 : Immunorévélation de la m-calpaïne après traitements des cellules par des 
antisens dirigés contre la m-calpaïne  
  
Les traitements sont réalisés à 4 jours et demi après la mise en différenciation des cellules. 100 µg de 
protéines, extraits 36 heures plus tard, sont soumis à un "SDS-PAGE" et transférés sur membrane. 
L'immunorévélation est réalisée en utilisant des anticorps dirigés contre la m-calpaïne.  
A. Immunorévélation B. Quantification (n=4).  
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III - 2) Identification des substrats de la m-calpaïne au niveau des caveolae et/ou 
implication de la protéase dans certaines voies de régulation 
 
Afin d'identifier de nouveaux substrats de la m-calpaine, nous avons combiné un 
traitement antisens, afin d'inhiber la synthèse protéique de l'enzyme et un traitement par le 
ionophore A23187. Comme nous l'avons mentionné précédemment, le ionophore A23187 
utilisé seul favorise la pénétration des ions calcium à l'intérieur de la cellule et a pour 
conséquence d'activer tous les systèmes calcium-dépendants, dont les calpaïnes. La 
combinaison avec le traitement antisens bloque la "voie" de la m-calpaïne. La comparaison 
des profils bidimensionnels permet donc d'identifier les protéines cibles de la m-calpaïne. 
L'analyse a été menée sur six échantillons : trois "Antisens"  et trois "Random". 
Quinze spots présents sur les gels "Antisens" et absents sur les gels "Random" et deux spots 
augmentant de manière significative sur les gels "Antisens" ont été sélectionnés et identifiés 
avec certitude (figure 42). L'analyse par spectrométrie de masse a permis d'identifier les 
protéines présentes dans le tableau IV. Seules les protéines dont les poids moléculaires et 
points isoélectriques sont conformes aux données bibliographiques ont été retenues (17 sur 
18). L’ensemble de ces protéines avait déjà été identifié lors de l’analyse 1 D, après 
immunoprécipitation en présence des anticorps anti-cavéoline-3, ou ont déjà été localisé au 
niveau des caveolae. 
Parmi les protéines reconnues, certaines ont déjà été identifiées comme substrats des  
calpaïnes : vinculine, vimentine, desmine, actine et tubuline.  
La vimentine et la desmine sont des constituants des filaments intermédiaires, elles 
sont essentielles dans la réorganisation du cytosquelette et l’assemblage des myofibrilles lors 
du développement musculaire. Elles jouent par ailleurs un rôle important dans l'ancrage des 
divers organites cellulaires ainsi que dans la forme et la structure de la cellule. Il est à noter 
que la vimentine se présente sous plusieurs formes phosphorylées, ce qui corrobore la 
présence de la protéine au niveau des spots 8, 9 et 10 lesquels sont tous affectés par une 
dérégulation de la m-calpaïne. 
Moyen et al. (2004) ont montré qu'une surexpression de la μ-calpaïne dans les myoblastes 
C2C12 avait pour conséquence une profonde désorganisation du cytosquelette. Ces désordres 
structuraux seraient la conséquence directe d'une chute simultanée du niveau d'expression de 
la vimentine (64 %) et de la cavéoline-3 (76 %). Robertson et al. (2005) ont  par ailleurs 
montré que la dégradation de la vimentine par les calpaïnes (associée à une élévation de 
calcium) serait responsable d'une aggravation de la cataracte.  
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Concernant la desmine, Nelson et Traub (1983) ont montré que cette protéine cytosquelettique 
est un très bon substrat in vitro des calpaïnes. Dourdin et al. (1997) ont également montré à 
partir d'un extrait brut de myoblastes que la desmine est protéolysée par la m-calpaïne. 
L'actine est une protéine globulaire de 42 kDa qui a pour propriété principale le fait de 
s’auto-associer pour former un filament (actine F). Outre son rôle dans la contraction 
musculaire, celle-ci intervient aussi dans la motilité cellulaire ou dans la structuration de la 
matrice cytoplasmique. La vinculine, protéine intracellulaire, intermédiaire, permet la liaison 
entre les filaments d'actine et les intégrines au niveau des plaques d’adhésion. La vinculine, 
(Serrano et Devine, 2004) et l'actine (Villa et al, 1998), ont toutes deux été identifiées comme 
substrats des calpaines. 
Nos résultats expérimentaux associés à l'ensemble de ces données bibliographiques vont dans 
le sens d'une protéolyse de ces protéines cytosquelettiques et contractiles par la m-calpaïne au 
niveau des caveolae. 
 
Au même titre que les microfilaments d'actine et que les filaments intermédiaires, les 
microtubules sont des fibres constitutives du cytosquelette, responsables du maintien de la 
forme de la cellule. Il s'agit de tube dont la paroi est constituée de plusieurs protofilaments de 
tubuline. Ils sont impliqués dans le trafic intracellulaire en formant de véritables « rails » le 
long desquels des protéines motrices se déplacent et transportent divers organites. Santella et 
al. (2000) ont montré le rôle des calpaïnes dans la dégradation de la tubuline. Par ailleurs, 
deux protéines impliquées dans le trafic vésiculaire ont également été identifiées ("vacuole 
ATP synthase", "PKC and casein kinase II substrate protein 3"), nous pouvons penser que la 
m-calpaïne pourrait jouer un rôle dans le trafic vésiculaire via ces protéines.  
 
Parmi les cibles identifiées, on trouve également cinq protéines mitochondriales, ces 
résultats sont conformes à ceux de Mc Mahon et al. (2006) qui suggèrent une interaction des 
caveolae avec les mitochondries.  
 
Un nombre significatif de ces protéines serait impliqué dans l’apoptose ou le stress 
oxydatif (mitofilin, Hsp60, NADH-Ubiquinone oxydo-réductase). Enfin deux autres protéines 
potentiellement intéressantes de par leurs fonctions dans le stress (Stress-induced- 
phosphoprotein1) et la transduction du signal (SH3 domain GRB2-like protein B1) ont pu être 
identifiées. En outre, cette dernière intervient dans l’activation des caspases, la régulation des 
facteurs d’échanges des nucléotides mais aussi dans l’endocytose de l’EGF.

























Figure 42 : Analyse protéomique différentielle 
Après traitement par le ionophore A23187 pendant 1 heure (J6) ou par le ionophore et 
l'antisens m-calpaïne (36 heures avant l'application du ionophore), la fraction 3 obtenue après 
ultracentrifugation (150 μg de protéine) est soniquée 3 fois 5 secondes dans du tampon de lyse. 
Apres une incubation de 30 min dans de la glace, le tampon de réhydratation est ajouté et    








Ionophore + A.S. m-calpaïne  
PH=3 
 
PH=10 Ionophore + Random m-calpaïne 
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IV – DISCUSSION 
 
Dans cette seconde partie, nous avons suivi l'activité protéolytique neutre calcium-
dépendante au niveau des caveolae. Les études préliminaires montrent que in vitro, la          
m-calpaïne présente au niveau des caveolae est active en présence de calcium et n'est pas 
régulée par son inhibiteur endogène, la calpastatine. Du fait de l'absence de cette protéine, 
l'activation et la régulation de la m-calpaïne se feraient donc par l'intermédiaire de signaux 
externes à ce jour non identifiés. 
L'étude de la protéolyse calcium-dépendante a été menée en deux temps : nous nous 
sommes tout d'abord focalisés sur les protéines étudiées précédemment au laboratoire (PKCα, 
MARCKS), ensuite, l'analyse protéomique différentielle nous a permis d'élargir notre champ 
d’investigation et d'identifier un certain nombre d'autres voies d’actions possibles de la        
m-calpaïne. 
Nous montrons qu'en présence de calcium, la m-calpaïne présente dans les caveolae 
est capable de réguler la PKCα. Celle-ci est clivée par la m-calpaïne entre les domaines 
régulateurs et catalytiques au niveau de la région charnière V3, produisant un fragment actif 
appelé PKMα (Verret et al., 1999). En effet, l'utilisation d'un ionophore à calcium A23187 et 
d'un inhibiteur spécifique des calpaïnes (CS peptide) révèle que la m-calpaïne protéolyse la 
PKCα présente dans les caveolae. L'utilisation de m-calpaïne purifiée sur un extrait cavéolaire 
induit l'apparition de PKMα (fragment catalytique de la PKCα) alors que la protéase n'a aucun 
effet sur la protéine MARCKS. Nous mettons en évidence pour la première fois une activité 
protéolytique de la m-calpaïne sur la PKCα au niveau des caveolae. En outre, l'addition d'un 
activateur de PKCα, le PMA, induit la translocation de celle-ci vers les caveolae et la 
réduction simultanée du taux de la protéine MARCKS. Ce phénomène n'est pas observé 
lorsqu'un inhibiteur de PKCα est ajouté au même moment. 
Résultats & Discussions 
 117
En présence d'une forte concentration en calcium, la m-calpaïne active est donc capable de 
réguler l'activité de la PKCα et indirectement de moduler la translocation de la protéine 
MARCKS des caveolae vers le cytosol. Ces résultats semblent logiques dans la mesure où 
MARCKS ainsi régulée par la PKCα et la m-calpaïne serait un possible lien entre les signaux 
extracellulaires, la dynamique du cytosquelette d'actine et la différenciation des myoblastes. 
MARCKS est un substrat privilégié de la PKCα ou de la PKMα, sa phosphorylation 
intervient dans la déstabilisation du cytosquelette en relation avec les molécules d'adhésion, la 
croissance cellulaire ou bien le trafic vésiculaire (Disatnik et al., 2002 ; Arbuzova et al., 
2002). Nous montrons ici que la diminution de MARCKS n'est pas due à une protéolyse par 
les calpaïnes. Le détachement de la MARCKS des caveolae serait donc la conséquence de sa 
phosphorylation par la PKMα en présence de calcium, ou par la PKCα en présence de PMA. 
Le fait que la protéine MARCKS, associée aux caveolae, soit résistante aux calpaines est en 
accord avec des résultats précédents obtenus dans le laboratoire (Dulong et al., 2004). En effet 
nous avions alors montré que seule la forme cytosolique de MARCKS était réellement 
dégradée. Cette résistance à la protéolyse par la m-calpaïne pourrait être due à l'inaccessibilité 
de la protéine due aux multiples interactions avec la membrane (myristoylation en N terminal 
et PSD (Arbuzova et al., 2002)). Ceci semble être corroboré par les résultats obtenus dans la 
première partie qui montrent une interaction forte de la protéine MARCKS avec la membrane 
cavéolaire. Cependant une autre possibilité serait la différence de conformation entre les deux 
formes : phosphorylée et non phosphorylée.  
Il est important de souligner que le "Caevolin Scaffolding Domain (CSD)" des 
cavéolines est un élément capable d'entraîner l'inhibition de l'activité de la PKCα (Oka et al., 
1997). Ainsi, l'activation de la PKCα associée aux caveolae est donc hautement régulée, en 
effet l'activation par les calpaïnes permettrait de lever cette inhibition via la libération du 
fragment PKM.  
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Par ailleurs, les calpaïnes associées aux membranes, et actives peuvent entraîner la 
protéolyse de nombreuses autres enzymes transductrices, présentes au niveau des caveolae, 
parmi lesquelles Src ou RhoA (Glading et al., 2002). Les caveolae apparaissent donc être un 
excellent système intégré pour l'identification de régulations temporelles médiées par 
l'activation de la m-calpaïne. Les résultats obtenus en protéomique différentielle l’ont bien 
démontré et vont nous permettre d’envisager à court terme d’autres études concernant 
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Conclusion & Perspectives 
 
Les travaux qui sont présentés dans ce manuscrit s'inscrivent dans la thématique 
"Protéolyse, Croissance et Développement Musculaire" développée depuis plusieurs années 
au sein du laboratoire "Biosciences de l'Aliment". Comme nous l'avons largement développé 
en introduction, on peut rappeler que l'étude du rôle biologique du système protéolytique 
neutre calcium-dépendant au cours de la différenciation musculaire constitue un enjeu majeur 
pour la connaissance de la physiologie du tissu musculaire. Cette thématique a notamment 
montré l'importance de la protéolyse calcium-dépendante dans la différenciation des cellules 
musculaires (Cottin et al., 1994, Balcerzak et al., 1995, Dargelos et al., 2002,…). Des travaux 
publiés plus récemment par Dedieu et al. (2002, 2003, 2004) ainsi que par Mazères et al. 
(2006) ont mis en évidence l'activation de la m-calpaïne au cours de la différenciation 
musculaire mais aussi l'intervention de différents facteurs myogéniques régulant ce 
phénomène. Les calpaïnes interviendraient dans l'adhésion, la migration et la fusion des 
myoblastes, directement via leurs substrats et indirectement via le cytosquelette d'actine.  
 Savart et al. avaient mis en évidence en 1995 un complexe µ-calpaïne/ PKCα au 
niveau du muscle squelettique. Le rôle protéolytique des calpaïnes sur la PKCα a été montré 
au cours de la fusion des myoblastes (Aragon et al., 2002). La protéine MARCKS qui est 
impliquée dans la stabilisation du cytosquelette, lors de la différenciation cellulaire, a été 
identifiée comme substrat des calpaïnes, sa protéolyse serait dépendante de sa 
phosphorylation préalable par la PKCα. De plus, la diminution de son taux d'expression 
engendre une augmentation très significative de la fusion. Au contraire, une augmentation de 
l'expression de cette protéine induit une inhibition du processus. En conséquence, la 
protéolyse de MARCKS serait nécessaire à la fusion des myoblastes (Dulong et al., 2004). 
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Les caveolae dont le rôle biologique n'est pas encore connu avec précision semblent 
pouvoir intervenir dans les mêmes phénomènes. Ainsi, Galbiati et al. (1999) ont montré la 
forte induction de l'expression de la cavéoline-3 au moment de la fusion des myoblastes et de 
la différenciation en myotubes.  
 Un autre argument en faveur de cette corrélation est la forte teneur en calcium de ces 
vésicules (Isshiki et al., 1999), le calcium étant nécessaire à l'activation des calpaïnes. Enfin le 
fait que ces deux protagonistes interviennent dans les mêmes maladies (Alzeimer, diabète, 
dystrophie musculaire) conforte notre hypothèse.  
 
Les résultats présentés permettent de mieux préciser le rôle, au niveau des caveolae, 
des calpaïnes, de la PKCα et de la protéine MARCKS dans les phénomènes intervenant au 
moment de la différenciation des cellules musculaires. 
 
Le travail rapporté dans ce manuscrit est constitué de deux grandes parties. 
 
Dans un premier temps, nous avons montré pour la première fois une association de la 
m-calpaïne avec les caveolae dans les myoblastes C2C12. Au contraire, la μ-calpaïne et la 
calpastatine ne sont pas représentées dans ces vésicules. Poussard et al. (1996) avaient montré 
une apparition séquentielle des ARNm, des protéines et des activités des µ- et m-calpaïnes en 
culture primaire de myoblastes de rat. Cette présence alternée d’expression et d’activité des 
deux protéases, ainsi que les différences dans leurs distributions subcellulaires (Kumamoto et 
al., 1992 ; Moraczewski et al., 1996) nous laissent penser que ces enzymes peuvent avoir des 
rôles distincts et spécifiques au cours de la myogenèse et par extrapolation dans les 
pathologies musculaires où elles se trouvent dérégulées (Hussain et al., 1998). Nos résultats 
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sont en accord avec ces affirmations, en effet, seule la m-calpaïne est impliquée dans la voie 
de régulation en rapport avec les caveolae. La présence de deux de ses substrats, PKCα et 
MARCKS au niveau des caveolae a également été mise en évidence. En effet la m-calpaïne 
co-immunoprécipite avec la cavéoline-3 en présence de la PKCα et de MARCKS. Une étude 
biochimique a permis de préciser l'orientation de ces protéines par rapport à la membrane 
cavéolaire. L'utilisation d'un inhibiteur de la biosynthèse du cholestérol, dont la finalité est de 
détruire les caveolae, a permis de montrer la forte diminution de la fusion associée à une 
diminution des activités calpaïnes. L'étude protéomique a permis d'avoir une vue moins 
restrictive des protéines associées. Parmi celles-ci, nombreuses sont celles qui ont déjà été 
répertoriées comme substrats des calpaïnes. 
Dans une optique opposé, nous envisageons de sur-exprimer la cavéoline et d'observer 
les effets sur la fusion, sur les protéines associées ainsi que sur les activités calpaïnes. 
 
Dans un second temps nous avons étudié les phénomènes de protéolyse calcium-
dépendante au niveau des caveolae. En présence de calcium, la m-calpaïne est capable de 
réguler l'activité de la PKCα et indirectement de moduler la translocation de MARCKS 
depuis les caveolae. 
Pour la suite de ces travaux, il serait très intéressant de séparer les constituants 
cellulaires et d'observer vers quel compartiment cellulaire se fait la translocation. On 
peut toutefois supposer que la translocation de MARCKS se ferait vers le cytosol comme dans 
le cas d'une membrane cellulaire classique (Dulong et al., 2004). Il en va de même pour le 
fragment de dégradation "PKM" qui apparaît lors de la protéolyse in vitro de la PKCα. Celui-
ci n'a en effet pas pu être mis en évidence ex vivo au niveau des caveolae lors de l'activation 
de la PKCα par le PMA.  
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Notons que la translocation de MARCKS doit vraisemblablement contribuer à rendre 
localement le PIP2 plus disponible puisque celui-ci n'est plus lié à la MARCKS. Ceci pourrait 
favoriser, entre autre, l'activation de la m-calpaïne en diminuant la concentration en calcium 
nécessaire à son activation. En outre, Tapp et al. (2005) ont récemment démontré que la 
protéolyse de MARCKS par les calpaïnes activerait sa fixation à l'actine. La signification de 
la régulation de MARCKS par les calpaïnes pourrait entraîner une modulation de la 
dynamique du réseau d'actine. Une telle hypothèse reste cependant à confirmer.  
 
Concernant l'étude de la "down-regulation" de la PKCα au niveau des caveolae, la 
confirmation de l'implication de la m-calpaïne pourra être réalisée, soit par l'utilisation 
d'inhibiteurs spécifiques (inhibant totalement l'activité de la m-calpaïne), soit d'antisens 
dirigés spécifiquement contre la m-calpaïne. 
 
Toujours dans l'étude de la protéolyse calcium-dépendante au niveau des caveolae, 
nous avons réalisé une analyse protéomique différentielle. Pour cela nous avons combiné un 
traitement ionophore, dans le but d'activer les systèmes calcium-dépendant à un traitement 
antisens, et ce afin d'inhiber l'expression des calpaïnes. L'analyse comparative nous a permis 
d'identifier plusieurs autres substrats. On trouve essentiellement des protéines 
cytosquelettiques et contractiles, leurs présences au niveau des caveolae et leurs protéolyses 
par les calpaïnes pourraient être un élément clef de régulation lors de la différenciation des 
myoblastes. Pour la continuité de ce travail, il apparaît évident de se focaliser sur le rôle 
de ces protéines associées aux caveolae, et ceci en relation directe avec la m-calpaïne.  
Un autre type de protéines a été identifié, en effet on trouve un grand nombre de protéines 
mitochondriales. Il a récemment été mis en évidence une association de protéines 
mitochondriales avec les caveolae (MacMahon et al., 2006), cependant la signification exacte 
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de la présence de ces protéines à ce niveau reste à élucider. Le mode d’action de la             
m-calpaïne sur ces protéines et les voies qu’elle régule pourra constituer une approche 
ultérieure. Enfin le rôle des calpaines dans le trafic vésiculaire pourra être abordé. 
 
Une autre voie de recherche pourrait aborder l'étude de l'extériorisation de la   
m-calpaïne. En effet, cette enzyme a été localisée à l'extérieur de la cellule (Adachi et al. 
1990, Suzuki et al., 1990). Des travaux effectués au laboratoire, ont montré également qu'au 
cours des stades précoces de la myogenèse l'activité m-calpaïne serait nécessaire à la fusion 
des myoblastes (Brustis et al., 1994). Par ailleurs, au moment de la fusion, des modifications 
majeures sont observées au niveau de la matrice extracellulaire, ces modifications seraient 
associées à une diminution du taux de fibronectine. Cette protéine intervient dans les 
interactions entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette par l'intermédiaire des 
intégrines. Dourdin et al. (1997) ont montré que, dans certains conditions, la m-calpaïne ainsi 
extériorisée contribuerait à la fusion des myoblastes de par la protéolyse de la matrice 
extracellulaire et notamment de la fibronectine. Par ailleurs, Nishihara et al. ont mis en 
évidence que l'extériorisation se ferait par l'intermédiaire de vésicules non identifiées. En 
outre, il vient d'être montré que les caveolae sont responsables de l'extériorisation de la 
cathepsine D au cours de la fusion des myoblastes (Jane et al., 2006). Les caveolae 
pourraient-elles donc être à l'origine de l'extériorisation de la m-calpaïne ? Afin de 
vérifier ces dires, l'étude pourrait se faire en deux temps, d'une part observer 
l'extériorisation de la m-calpaïne par microscopie électronique et d'autre part bloquer la 
voie de biosynthèse du cholestérol et ainsi constater les conséquences sur 
l'extériorisation de la m-calpaïne. 
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Les études déjà réalisées sur le modèle C2C12 pourraient également être 
entreprises sur du tissu musculaire. Par ailleurs, la comparaison avec un modèle de 
cellules myogéniques tumorales (rhabdomyosarcomes), se caractérisant par l'absence de 
caveolae, apparaît vraiment intéressante. L'induction ectopique d'une expression de la 
cavéoline dans ces cellules cancéreuses pourrait être également très instructive. 
 
Dans les cellules musculaires, les caveolae sont connues pour être impliquées dans de 
nombreux désordres comme la résistance à l'insuline, les dystrophies ou le processus de 
fusion. Ces structures, ainsi que les calpaïnes interagissent avec les intégrines ou les 
cadhérines (Boyd et al., 2003 ; Philippova et al., 1998) et sont associées au cytosquelette et 
aux protéines transductrices impliquées dans la fusion des myoblastes. En réponse à des 
agonistes spécifiques, l'activation des calpaïnes pourraient être responsable de nombreux 
effets nécessaires à la myogenèse. Il faudra donc identifier précisément la (ou les) voie(s) 
de signalisation responsable de l'activation de la m-calpaïne. Ainsi l'utilisation 
d'activateurs spécifiques comme les facteurs de croissance (EGF, IGF, TGF,…) 
combinés à des inhibiteurs spécifiques devrait permettre cette identification. La voie des 
MAP Kinase via l'EGF pourrait bien être l'une d'elles : en effet ce facteur de croissance est 
fortement régulé au niveau des caveolae ; en outre  l'activité protéolytique est stimulée par 
ERK via la phosphorylation de la m-calpaïne (Glading et al., 2004). Un autre argument est la 
présence des protéines Ras et Src au niveau des caveolae, protéines impliquées par ailleurs 
dans le processus de fusion (Mitin et al., 2001). 
 
Pour conclure et comme nous avons pu le souligner tout au long de ce manuscrit, la 
m-calpaïne est présente au niveau des caveolae et intervient dans la transduction du signal au 
niveau de ces structures. Toutefois, la signification exacte de la présence et du rôle de ces 
protéases reste tout de même à préciser.  
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N.B. : 
Les recherches futures menées dans l’équipe devraient concerner plus 
particulièrement le vieillissement musculaire et ceci en relation directe avec les 
calpaïnes et les caveolae. Chez le sujet âgé, le processus de régénération, faisant 
intervenir les cellules satellites, est très ralenti et le muscle est le siège d’une accumulation 
de radicaux libres issus d’un stress oxydatif incontrôlé. De plus, le taux de cholestérol libre 
augmente lors du vieillissement, induisant une altération et une modification des caveolae 
(Nakamura et al., 2003). Il s'ensuivrait une anomalie du "turn-over" de certains récepteurs 
associés (tyrosine kinases et protéine G) (Cho et Park, 2005) et une dérégulation de 
certaines cascades de signalisation. Plus spécifiquement, la cavéoline-1 (ubiquitaire) serait 
impliquée dans ces phénomènes de par sa "down-regulation" induisant une activation de 
ERK dans les cellules satellites. 
 Dans les cellules sénescentes, l'augmentation d'expression de la cavéoline-1 a été 
montrée (Volonte et al., 2002) et pourrait expliquer la diminution de la capacité de 
prolifération des cellules satellites lors du vieillissement. Par ailleurs, les calpaïnes joueraient 
un rôle dans la régulation des processus apoptotiques et prolifératifs des cellules satellites. 
Les calpaïnes, qui interagissent avec les caspases (protéases clefs du mécanisme 
apoptotique), pourraient réduire la prolifération des cellules satellites chez l'individu âgé en 
modulant des protéines régulatrices du cycle cellulaire (cyclines, p27) (Delmas et al., 2003). 
Elles seraient donc des acteurs clefs du vieillissement des cellules satellites.  
 
Quoiqu’il en soit, les relations entre la m-calpaïne, les caveolae, le stress 
oxydatif et l’apoptose (établies dans la littérature comme dans notre analyse 
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